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Il sistema immunitario 
 
Il sistema immunitario è costituito da quell‘insieme di mediatori chimici e cellulari che 
interagendo tra loro difendono l'organismo da qualsiasi forma di aggressione chimica, 
traumatica o infettiva.  
Tutte le cellule che costituiscono il sistema immunitario derivano da cellule 
ematopoietiche, progenitrici comuni pluripotenti. Queste cellule risiedono nel midollo 
osseo e danno origine a cellule multipotenti, dalle quali si differenziano le due 
principali linee delle cellule ematopoietiche:  
 
• linea mieloide: derivano monociti/macrofagi, granulociti, mastociti, cellule 
dendritiche; 
• linea linfoide: costituita da linfociti (T, B e NK) e plasmacitoidi.  
  
Il sistema immunitario è in grado di distinguere tra le strutture endogene, che non 
costituiscono un pericolo e quindi possono essere preservate (self) e le strutture 
esogene, che si dimostrano nocive per l’organismo e che quindi devono essere 
eliminate (non self). 
Questa divisione avviene a livello molecolare ed è mediata da particolari strutture 
cellulari che consentono la presentazione ed il riconoscimento di componenti 
dell’agente lesivo definito antigene (Ag).  
 
Le immunodeficienze 
 
Le immunodeficienze sono un gruppo eterogeneo di patologie che colpiscono il sistema 
immunitario, provocando al paziente un'aumentata suscettibilità alle infezioni e ad 
alcune forme di tumore. Sono causate da difetti che bloccano lo sviluppo o la funzione 
di componenti del sistema immunitario, che possono avere base genetica o derivare da 
fattori esterni. 
Le immunodefiecienze sono divise in due grandi gruppi:  
 
• le primarie o congenite: quando il deficit immunologico è causato da una o più 
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alterazioni a carico di geni coinvolti nel funzionamento del sistema immunitario;in 
questo caso i sintomi si manifestano generalmente in età precoce, nel neonato o 
durante l'infanzia 
• le secondarie o acquisite: causate da fattori non genetici, quali infezioni, 
trattamenti farmacologici come la chemioterapia, o anche deficit nutrizionali. 
 
Le immunodeficienze primarie sono per definizione permanenti, mentre quelle 
secondarie, a seconda del fattore scatenante, possono essere transitorie o permanenti 
e sono molto più frequenti delle congenite, soprattutto in pazienti ospedalizzati. 
Fino ad oggi sono state identificate più di 150 immunodeficienze primarie, per molte 
delle quali sono note anche le basi genetiche; per la maggior parte queste patologie 
sono rare, e si presentano con quadri complessi e spesso severi. Vengono suddivise in 
gruppi in base alla linea differenziativa coinvolta o ai sintomi che presentano. 
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Caratteristiche genetiche ed immunologiche delle immunodeficienze primarie. 
AR=autosomico recessivo; X-L: X-linked; AD: autosomico dominante; SCID: 
Immunodeficienze gravi combinate. 
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FORMA ELEMENTI CLINICI CARATTERISTICI 
Deficit anticorpali • Infezioni batteriche politopiche dopo i 
sei mesi di vita 
Deficit dei fagociti • Infezioni cutanee, polmonari e 
linfonodali da batteri o funghi 
Deficit di proteine di adesione • Ascessi cutanei freddi 
Deficit del complemento • Meningiti batteriche 
• Malattie autoimmuni 
Immunodeficienze combinate • Infezioni severe batteriche, virali, 
fungine e da microbi opportunistici 
find ai primi mesi di vita 
• Diarrea cronica 
• Rash cutaneo 
• Arresto di crescita 
 
Alcuni esempi ed elementi clinici evocatori di immunodeficienza. 
 
Malattia rara 
Una malattia è considerata rara quando ha una prevalenza nella popolazione generale 
inferiore ad una data soglia, codificata dalla legislazione di ogni singolo paese. L’Unione 
europea definisce tale soglia allo 0,05% della popolazione, ossia 1 caso su 2000 
abitanti; Molte patologie sono però molto più rare, arrivando a frequenza di 1 caso su 
100.000 persone (0,001%) o più. 
La definizione fondata sulla sola prevalenza fa sì che il termine includa patologie di 
origini e tipologie assai diverse: rare e congenite, infettiva, tumorale, genetica, 
degenerativa; tuttavia è predominante la modalità di trasmissione per via genetica che 
si stima interessi l’80 % di tutte le malattie rare. Allo stesso modo le malattie rare 
possono colpire tutti i distretti e sistemi del corpo umano (l’apparato digerente o 
quello respiratorio, la pelle, il sistema nervoso e così via), e a volte anche più di uno 
diventando così patologie che richiedono un approccio multidisciplinare. 
La quasi totalità delle malattie rare sono anche croniche e invalidanti, e il paziente 
affetto deve convivere con i sintomi e le difficoltà indotte per tutta la vita, spesso fin 
dalla nascita. In molti casi si tratta di patologie pericolose per la sopravvivenza che 
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riducono la speranza di vita media e che determinano sempre una riduzione della 
qualità della vita. Durante il decorso della malattia, inoltre, il paziente si può spesso 
trovare a soffrire l’isolamento e l’incomprensione della comunità in cui vive a causa 
della mancanza di informazione e di conoscenza sulla patologia e sulle sue 
manifestazioni. 
Per molte malattie rare sia la diagnosi che il trattamento possono essere difficoltosi, e 
per uno scarso livello di conoscenza medico-scientifico, e per il poco interesse che le 
case farmaceutiche hanno e avrebbero nella ricerca e produzione di farmaci utilizzabili 
da pochissimi clienti. 
L’attenzione per le malattie rare a livello legislativo e amministrativo è relativamente 
recente. Questo perché il trattamento di una malattia rara, quando possibile, ha un 
costo per paziente molto più elevato di quello di una malattia comune e tende quindi a 
non essere mai inserito tra le priorità, a meno che la gravità della patologia o 
l’attivismo dei pazienti non la imponga all’attenzione. 
Le malattie orfane. 
• L‘80% delle malattie è di origine genetica.  
• Nel 75% di casi la malattia si manifesta nell'étà infantile. 
• Per nessuna di queste malattie esiste una cura, nel migliore dei casi esistono 
farmaci sintomatici. 
• La maggior parte delle malattie è di tipo cronico, progressivo e degenerativo; 
spesso anche fatale. 
• Il 30% dei pazienti muore prima di aver raggiunto il 5° anno di età.  
 
Albinismo oculocutaneo 
L'albinismo oculocutaneo (OCA) definisce un gruppo di malattie ereditarie della 
biosintesi della melanina, caratterizzate dalla riduzione generalizzata della 
pigmentazione dei capelli, della cute e degli occhi. La prevalenza complessiva di tutte 
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le forme di albinismo varia a livello mondiale ed è stata stimata in circa 1/17.000, 
suggerendo che circa 1/70 persone sia portatrice di un gene correlato all'OCA. Il 
quadro clinico dell'OCA è variabile: OCA1A è la forma più grave, caratterizzata dalla 
totale mancanza di melanina durante tutta la vita. Le forme meno gravi, OCA1B, OCA2, 
OCA3 e OCA4, sono caratterizzate da accumuli di pigmento nel tempo. La 
sintomatologia clinica comprende il nistagmo congenito di grado variabile, 
l'ipopigmentazione e la translucenza dell'iride, la diminuzione della pigmentazione 
dell'epitelio pigmentato retinico, l'ipoplasia foveale, la riduzione dell'acuità visiva (di 
solito da 20/60 a 20/400) e i difetti della rifrazione, le anomalie della visione dei colori 
e la marcata fotofobia. I nervi ottici hanno un decorso anomalo e questa caratteristica 
è responsabile dello strabismo e della riduzione della visione stereoscopica. Il grado di 
ipopigmentazione della cute e dei capelli varia a seconda del tipo di OCA. È stato 
osservato un aumento dell'incidenza del carcinoma cutaneo. Tutti e quattro i tipi di 
OCA sono caratterizzati da trasmissione autosomica recessiva. I diversi tipi della 
malattia sono causati da almeno quattro geni: TYR, OCA2, TYRP1 e MATP. La diagnosi si 
basa sull'ipopigmentazione della cute e dei capelli e sui sintomi oculari caratteristici. A 
causa della sovrapposizione clinica delle diverse forme di OCA, è necessaria l'analisi 
molecolare per stabilire il difetto genetico e il sottotipo della malattia. Il paziente 
affetto da OCA deve essere sottoposto a regolari controlli della cute per la diagnosi 
precoce del carcinoma della pelle. Le persone affette da OCA hanno una attesa di vita, 
uno sviluppo, un'intelligenza e una fertilità normali. [1, 2, 3] 
 
Albinismo oculocutaneo associato ad immunodeficienza primaria 
Nel caso in cui ai segni classici di OCA si associno dei significativi disordini a livello 
immunitario è necessaria una diagnosi differenziale con alcune sindromi molto rare tra 
cui quella di Hermansky-Pudlak, la sindrome di Chediak-Higashi, la sindrome di Griscelli 
e il deficit di proteina adattatrice p14.  
I difetti che allo stesso tempo causano sia l’albinismo sia l’aspetto peculiare di una 
immunodeficienza risiedono in una serie di geni coinvolti nella biogenesi, nella 
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funzionalità e nel traffico degli organelli intracellulari, in particolare i lisosomi secretori. 
Questi organelli assolvono la doppia funzione del compartimento degradativo e 
secretorio. “Degradativo” quando si tratta di rimuovere e riciclare le componenti 
proteiche, peptidiche e lipidiche dalla membrana plasmatica e successivamente 
trasportate verso i lisosomi. “Secretorio” quando, fondendosi con la membrana 
plasmatica durante il processo di esocitosi, agiscono da granuli secretori.[4] 
Le sindromi da albinismo associate ad immunodeficienza si verificano quando un gene 
critico in entrambi i processi subisce una mutazione che ne abolisce completamente la 
funzionalità. Si ottiene così una condizione caratterizzata ad esempio, da una ridotta 
funzione dei melanociti (che incapaci di formare correttamente i melanosomi si 
rendono responsabili dell’albinismo parziale) e una ridotta funzione dei linfociti T e 
Natural Killer (che incapaci di degranulare correttamente gli enzimi citolitici si rendono 
responsabili delle infezioni ricorrenti). Inoltre vi è anche la possibilità di un 
coinvolgimento delle cellule immunitarie che fungono da presentatrici dell’antigene 
(i.e. macrofagi, cellule dendritiche e linfociti B) che vedono inficiato il meccanismo 
secretorio per una corretta formazione e presentazione sulla membrana plasmatica del 
complesso MHC di classe II. In ultimo, si possono rilevare difetti anche al comparto dei 
neutrofili: questi normalmente fagocitano il patogeno nel fagosoma il quale, dopo la 
separazione dalla membrana plasmatica, viene fuso con un lisosoma (a formare così il 
fagolisosoma) entro cui è stipata una potente batteria di molecole antimicrobiche. 
Difetti che coinvolgono la funzione secretoria o che inficiano il processo di endocitosi e 
traffico intracellulare, possono causare un’alterata funzionalità dei neutrofili e di 
conseguenza vari gradi di immunodeficienza[5]. 
La sindrome di Chediak-Higashi 
OMIM # 214500 
La sindrome di Chediak-Higashi (CHS) è una rara malattia autosomica recessiva che 
include disfunzione immunitaria, albinismo parziale, diatesi emorragica, e progressivo 
deterioramento neurologico[6-8]. In tutti i tipi cellulari è possibile osservare la presenza 
di lisosomi giganti, ma sono particolarmente evidenti nei neutrofili (tale evidenza è 
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riscontrata anche nel modello murino omologo beige ) [9-10]. Il gene causale LYST/CHS1 
si trova sul cromosoma 1q43 e codifica per una proteina citoplasmatica di circa 430 
kDa, che si esprime a bassi livelli in tutti i tipi di cellule, ma la cui funzione precisa non è 
nota[11-12]. L'analisi della sequenza della proteina LYST ha identificato i domini la cui 
espressione correla specificamente al fenotipo dei lisosomi allargati [13-16] supportando 
l'ipotesi che questa proteina sia coinvolta nella regolazione della dimensione e nel 
trafficking dei lisosomi, in particolare mediante il controllo dei fenomeni di fissione e 
fusione della membrana. Mentre i lisosomi allargati potrebbe ancora funzionare come 
organelli degradativi, come osservato nella maggior parte dei tipi di cellule, la via 
compromessa è invece quella dell’esocitosi dei lisosomi secretori, determinando una 
disfunzione delle cellule immunitarie e dei melanociti. Infatti, la ridotta fusione delle 
vescicole secretorie con la membrana plasmatica impedisce la secrezione delle 
proteine accumulate con la conseguente ritenzione degli organelli intracitoplasmatici 
che tendono così ad aumentare di dimensioni. 
 
 
 
Le piastrine di pazienti CHS mostrano un diminuito stoccaggio di sostanze granulari 
dense[17,18] che causa una incrementata tendenza al sanguinamento. Questa si 
manifesta con un maggior tempo di sanguinamento e con manifestazioni cliniche 
peculiari, tra cui epistassi, sanguinamento delle mucose, petecchie, ed ecchimosi[19].  
La ridotta pigmentazione è invece dovuta al fatto che i melanosomi giganti, a causa 
delle loro dimensioni, non possono migrare dai dendriti dei melanociti ai cheratinociti 
circostanti, con conseguente diluizione del pigmento [10]. Il grado di ipopigmentazione 
Caratteristici granuli 
giganti in un neutrofilo di 
paziente affetto da CHS. 
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della pelle, dei capelli e degli occhi è variabile: il colore della pelle può variare da 
bianco latte a grigio ardesia, il colore dei capelli può  sembrare biondo o bruno chiaro, 
ma ha spesso una tonalità "argento" con riflessi metallici; l’ipopigmentazione dell'iride 
può essere associato con una diminuzione della pigmentazione della retina e nistagmo, 
con moderati difetti dell’acuità visiva. In accordo con lo scarso grado di pigmentazione 
vi è un maggiore rischio di danni associati all’esposizione al sole e cancro della pelle. 
Curiosamente CHS può in rari casi manifestarsi con iperpigmentazione della parte 
esposta al sole, segno spesso erroneamente interpretato come fotosensibilità[20].  
 
 
 
Nei neutrofili, i lisosomi secretori contengono una quantità ridotta di enzimi ed una 
conseguente attività antimicrobica alterata, inoltre, la presenza di organelli giganti, 
accoppiata con anomalie nei microtubuli del citoscheletro, inficia negativamente la 
chemiotassi e la degranulazione[21,22]. In aggiunta al danno funzionale si osserva anche 
un basso numero assoluto di neutrofili (neutropenia) dovuto probabilmente ad un 
processo di selezione e distruzione intramidollare delle cellule difettate, il che porta ad 
un quadro completo che si manifesta con infezioni batteriche ricorrenti[19]. 
Numericamente parlando invece le cellule natural killer (NK) e linfociti T citotossici 
(CTL) sono nella media, ma subiscono anch’esse una riduzione della funzione citolitica, 
probabilmente a causa della incapacità di esocitosi da parte dei granuli giganti 
Caratteristici capelli con 
tonalità “argento 
metallico” in paziente 
affetto da CHS. 
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contenenti le proteine litiche antimicrobiche[23,24]. Ad oggi non si riscontrano problemi 
a carico del complemento, ne delle immunoglobuline[8]. 
Fin dalla prima infanzia la maggior parte dei pazienti hanno  gravi infezioni batteriche 
ricorrenti supportate da stafilococchi e streptococchi, che classicamente coinvolgono 
la pelle e il tratto respiratorio[7,19]. Sono state anche descritte in misura minore 
infezioni virali e fungine. Circa l’ 85% dei pazienti CHS sviluppa una fase accelerata, 
nota anche come linfoistiocitosi emofagocitica (HLH) che si manifesta con febbre, 
linfoadenopatia, epatosplenomegalia e segni di disfunzione epatica tra cui 
ipofibrinogenemia e / o ipertrigliceridemia, e pancitopenia di almeno due linee 
ematopoietica (comunemente neutropenia ed anemia). HLH può verificarsi in qualsiasi 
momento, dopo mesi o anni di età, e il fattore scatenante o quantomeno 
predisponente è probabilmente di origine infettiva virale (Epstein-bar virus) [25]. Tale 
fase accelerata rappresenta la principale causa di mortalità correlata alla CHS [26]  la cui 
patogenesi consiste in infiltrazioni linfoproliferative del midollo osseo con 
emofagocitosi nel midollo osseo stesso e nel fluido cerebrospinale, infiammazione 
multiorgano il tutto causato principalmente dai difetti di attività citotossica delle 
cellule NK con incontrollata attivazione secondaria delle cellule T e dei macrofagi.  
Una complicanza a lungo termine della malattia è la progressiva disfunzione 
neurologica che può manifestarsi con neuropatie motorie e sensoriali, anomalie 
dell’equilibrio, atassia, tremore, riflessi tendinei profondi assenti, e basse abilità. La 
presenza di inclusioni giganti nelle cellule neuronali possono avere un ruolo nella 
patogenesi della neuropatia. Una diagnosi di CHS è suggerito dai risultati clinici e di 
laboratorio ed episodi anamnestici di infezione.  
La diagnosi definitiva è il test genetico per LYST/CHS1. Ad oggi tutte le mutazioni 
identificate sono sostituzioni missenso o nonsenso, e piccole delezioni o inserzioni di 
codifica che spesso si traducono in proteine tronche o non tradotte. E’ stato ipotizzato 
che a seconda della severità della mutazione si manifestano differentemente 
condizioni fenotipiche più o meno gravi: mutazioni con perdita di funzione sono 
associate forme gravi ad insorgenza molto precoce, mentre le mutazioni missenso 
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caratterizzano forme più lievi che si manifestano nell’adolesceza o addirittura 
nell’adulto [27]. 
La prognosi è infausta: la morte si verifica frequentemente nei primi dieci anni di vita a 
causa di infezioni, sanguinamento o un rapido sviluppo della fase accelerata. L'unico 
trattamento disponibile è il trapianto di midollo osseo che è efficace nel trattamento 
dei difetti ematologici e del sistema immunitario, ma non serve ovviamente per 
ritardare o prevenire i disturbi neurologici che progrediscono con l'età[28,29]. La diagnosi 
precoce di CHS consente un trattamento appropriato prima dello sviluppo di una fase 
accelerata. Infezioni batteriche e virali devono essere trattati prontamente e 
aggressivamente con terapie antimicrobiche, e profilassi va considerata in funzione 
della frequenza di infezioni.  
 
La sindrome di Griscelli 
OMIM # 607624 (tipo 2) 
La sindrome di Griscelli è una rara malattia autosomica recessiva descritta per la prima 
volta nel 1978 come albinismo parziale associato ad immunodeficienza[30]. In realtà 
non è una sindrome unica ma anzi si compone di tre tipi distinti, caratterizzati da 
diverse cause genetiche e diversi fenotipi clinici. La sindrome di Griscelli di tipo 1 (GS1) 
è causata da mutazioni nel gene MYO5A, che codifica per la proteina motore miosina-
Va, la cui mancata funzione nei neuroni causa la caratteristica grave compromissione 
neurologica primaria che accompagna le anomalie del pigmento. La sindrome di 
Griscelli di tipo 2 (GS2) è invece caratterizzata da albinismo e immunodeficienza 
primaria[31]. Il terzo tipo (GS3) è causata dalla mutazione nel gene melanofilina (MLPH), 
e si limita a ipopigmentazione[32].  
GS2 è causata da mutazioni nel gene RAB27A situato in posizione 15q21 che codifica 
per una piccola GTPasi che regola la fusione e il traffico vescicolare[33-35]. Più nello 
specifico RAB271A è necessaria per l’ancoraggio periferico dei melanosomi nei 
melanociti, nonché per l’esocitosi di granuli citolitici in cellule NK e CTL. La diagnosi di 
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GS2 si verifica più comunemente tra i 4 mesi ei 7 anni[36]. I bambini spesso si 
presentano con capelli grigio-argento e, a causa della ridotta attività citotossica, hanno 
una maggiore predisposizione per le infezioni ricorrenti e un aumento del rischio di 
sviluppare HLH (fatale senza un trapianto di midollo osseo). Alcune prove suggeriscono 
che le manifestazioni neurologiche nei pazienti GS2 sono una conseguenza del 
deterioramento del sistema nervoso centrale durante la fase HLH. Il sospetto clinico 
nasce da un esame microscopico del fusto del capello che di solito mostra un pigmento 
di melanina accumulato nei melanociti in modo irregolare, e da un esame in 
microscopia ad elettroni della pelle che spesso rivela la presenza di numerosi 
melanosomi maturi nei melanociti, ma pochi e sparsi melanosomi nei cheratinociti 
adiacenti.  
 
 
 
 
L'assenza di melanosomi giganti e inclusioni citoplasmatiche giganti nei leucociti 
distingue CHS da GS. Sono spesso riscontrabili alterazioni immunitarie a carico delle 
cellule NK mentre i livelli di immunoglobuline possono essere normale, diminuita o 
aumentata, mentre generalmente la percentuale di linfociti periferici e la 
proliferazione linfocitaria in risposta a mitogeni sono negli intervalli normali. Non 
vengono tipicamente riscontrate anomalie nei granulociti che infatti mostrano un 
metabolismo intracellulare ossidativo nella norma.  
 
Distribuzione irregolare dei granuli di 
melanina nei melanociti del fusto del 
capello di paziente affetto da GS2. 
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Il trapianto di midollo osseo è attualmente l’opzione più valida per evitare la fatalità 
della malattia, e deve essere eseguito il più presto possibile[37-38]. Tramite vettore 
retrovirale è stato possibile mediare il ripristino del gene RAB27A nella sua forma 
corretta salvando così l’attività dei CTL, aprendo una possibilità alternativa per il 
trattamento della patologia[39]. La sindrome di Griscelli è probabilmente più frequente 
di quanto si pensasse, soprattutto nei casi di consanguineità, e la consapevolezza 
clinica può permettere una diagnosi precoce. In questi casi l'avvio rapido di un 
trattamento adeguato può prevenire lo sviluppo di complicanze e in particolare le 
sequele neurologiche. Inoltre, la diagnosi molecolare offre l'opportunità per la 
consulenza genetica e la diagnosi prenatale 
 
La sindrome di Hermansky-Pudlak  
OMIM # 608233 (tipo 2)  
 
La sindrome di Hermansky-Pudlak sindrome (HPS) è un insieme di diverse patologie 
autosomiche recessive che sono geneticamente eterogenee[40]. Vi sono otto sottotipi 
umani HPS, caratterizzati da albinismo oculocutaneo e malattia da accumulo delle 
piastrine, sanguinamento prolungato, neutropenia congenita e fibrosi polmonare con 
la possibilità che si verifichino episodi di coliti granulomatose. Ci sono quindici geni 
murini HPS, clonati e sequenziati, ma solo nove geni hanno i corrispettivi omologhi 
nell’uomo (che indicano i sottotipi HPS da 1 a 9). I prodotti genici HPS sono espressi 
ubiquitariamente e sono tutti associati in diversi complessi multiproteici. Ognuno degli 
otto geni codifica per una proteina coinvolta nella formazione, nel traffico o nella 
Tipica colorazione 
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fusione di vescicole intracellulari della linea lisosomiale[41]. Non a caso, come 
sottolineato in precedenza, questo genere di difetto comporta la compromissione 
della secrezione di cellule specializzate tra cui i melanociti, le piastrine, le cellule 
alveolari epiteliali, i CTL e le cellule NK. Il sottotipo più interessante ai fini immunologici 
è il tipo 2, che è stato il primo ad essere associato ad una condizione di 
immunodeficienza. Questa sindrome è causata da mutazioni nel gene AP3B1, 
localizzato nel cromosoma 5q14.1, che codifica la subunità β3A del complesso 
eterotetramerico della proteina adattatrice AP-3[42]. Le cellule di mammifero 
contengono quattro tipi di tali complessi adattatori e ciascuno di questi è coinvolto nel 
traffico proteico ma lungo vie distinte[43]. Più nello specifico AP-3 indirizza il traffico 
post-traduzionale di proteine cargo intraluminali dal trans-Golgi network ai lisosomi. 
Una mutazione seria della subunità β impedisce il montaggio delle 4 subunità a 
formare correttamente il complesso[44]. Rendendo così inefficace il legame consenso 
che si dovrebbe normalmente verificare a carico delle code citoplasmatiche delle 
molecole target che sono indirizzate verso i lisosomi[45]. In cellule derivate da pazienti 
HPS-2 con conseguente deficit dell’attività AP-3, le molecole che normalmente 
vengono destinate ai lisosomi (ad esempio CD63/LAMP-3, LAMP-2, LAMP-1 e CD1b), 
mostrano un’aumentata espressione sulla superficie cellulare e sembrano accumularsi 
negli endosomi. A causa del traffico compromesso tali endosomi risultano aumentati di 
dimensioni. Da notare che, essendo l’intero processo estremamente specifico, non 
risulta alterato il traffico delle molecole che non portano il segnale target di 
indirizzamento verso i lisosomi[46,47]. Inoltre, considerato il ruolo fondamentale del 
complesso AP-3, risulta facilmente evidente che la compromissione maggiore si 
realizza su quei tipi cellulari ricchi di lisosomi secretori. 
 
 
 
A sinistra un normale macrofago alveolare, a destra invece un 
macrofago alveolare da paziente affetto da HPS 2 che mostra 
i tipici granuli giganti dovuti all’accumulo lisosomiale. 
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I soggetti HPS-2 sono clinicamente caratterizzati da un parziale albinismo 
oculocutaneo, disturbi emorragici ed immunodeficienza, in particolare neutropenia. 
L’ipopigmentazione può essere spiegata a causa del ruolo essenziale che l'AP-3 gioca 
nel sorting della tirosinasi melanosomale, una proteina necessaria per la sintesi della 
melanina. Il sanguinamento prolungato è invece causato dalla mancanza di granuli 
densi piastrinici mentre la conta piastrinica è nella norma o anche leggermente 
aumentata. La diminuzione del rilascio del contenuto di questi granuli dopo 
stimolazione porta ad una mancanza di aggregazione piastrinica e quindi una carente 
formazione del coagulo. Questo comporta che si verifichino anomalie spontanee come 
ecchimosi dei tessuti molli  e sanguinamento delle membrane mucosali, senza 
coinvolgimenti maggiori nelle articolazioni, nel cervello o in altri importanti organi. I 
pazienti mostrano una conta piastrinica nella norma o leggermente aumentata[42]. 
 
I difetti che coinvolgono il sistema immunitario sono principalmente a carico dei 
neutrofili, dei CTL, delle cellule NK e delle cellule presentanti l'antigene (APC)[48]. La 
neutropenia è un segno tipico[49] probabilmente a causa del fatto che nei neutrofili il 
complesso AP-3 è associato con una proteina fondamentale per il corretto processo di 
differenziamento dei progenitori mieloidi: l’elastasi (NE)[50]. Questa proteina possiede 
nella coda citoplasmatica il suo segnale di riconoscimento target e il complesso AP-3, 
qualora non funzionante, non è in grado di mediarne il traffico verso i granuli 
lisosomiali azzurrofili[51].  
Altra nota immunologica fondamentale è che il difetto di AP-3 comporta un serio 
deficit di secrezione degli enzimi lisosomiali (idrolasi, esoaminidasi, perforine, granzimi 
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etc) e quindi una concreta dimuizione di citotossicità mediata sia dai linfociti CTL sia 
dai linfociti NK[46]. In particolare, il difetto conclamato del reparto NK comporta una 
maggiore suscettibilità alle infezioni virali e alle neoplasie [49]. 
Il complesso AP-3 esercita anche un ruolo importante nel processo di presentazione 
dell'antigene. Tale ruolo viene di norma esplicato tramite il legame all’isoforma “b” del 
CD1. Il conseguente difetto si riscontra dunque in una compromessa presentazione 
dell’antigene da parte del CD1b che non riesce ad accedere alla struttura del lisosoma, 
il che poi comporta anche un’alterata presentazione dei lipidi microbici ai linfociti 
T[52,53] con una conseguente maggiore probabilità di sviluppare infezioni ricorrenti 
[51,54]. 
In conclusione i pazienti HPS-2 presentano difetti generali dell’immunità innata che si 
traducono in un'ampia suscettibilità alle infezioni sia batteriche che virali. Una corretta 
profilassi volta a ristabilire la funzionalità dei neutrofili (con l’utilizzo di G-CSF) e al 
controllo delle infezioni è necessaria e solitamente bastevole. 
 
Deficit della proteina endosomiale adattatoria p14 
OMIM # 610798 
La mutazione della proteina adattatrice endosomiale p14 provoca una sindrome da 
immunodeficienza primaria caratterizzata da neutropenia congenita, albinismo 
parziale, bassa statura e carenza di cellule B e CTL. La causa di questa sindrome è stata 
dimostrata essere una mutazione puntiforme in omozigosi nel 3'UTR del gene p14, 
localizzato sul cromosoma 1q22[55]. Questa mutazione porta ad una diminuzione della 
stabilità dell'RNA messaggero, una conseguente diminuzione dei livelli di proteina e 
quindi un’aberrante funzione lisosomiale. La proteina p14, anche nota come MAPBPIP, 
è ubiquitariamente espressa e localizzata nella membrana esterna degli endosomi 
tardivi: si tratta di una molecola adattatrice coinvolta nel signaling delle MAP 
chinasi[56,57] ed è inoltre essenziale per la compartimentazione subcellulare, per la 
proliferazione e il differenziamento cellulare, per il controllo della regolazione dei 
recettori ed il loro degrado, e per le risposte cellulari tramite il signaling dei recettori di 
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superficie. Il deficit  di p14 comporta inoltre una distribuzione anormale degli 
endosomi tardivi in tutto il citoplasma che sfocia in una mancata maturazione dei 
melanosomi, che vengono accumulati e poi immediatamente distrutti al momento del 
trasferimento nei cheratinociti basali[55]. 
Da un punto di vista più immunologico invece p14 è invece essenziale per la normale 
funzione dei neutrofili, cellule B, cellule T citotossiche e melanociti. Nel caso dei CTL in 
particolare non è stato ancora descritto alcun difetto di fusione, aggancio o di 
secrezione lisosomiale ma è stata ben evidenziata una diminuzione di citotossicità. Nel 
reparto umorale si osserva un numero di cellule B aumentato, mentre un diminuito 
numero di cellule B memoria e diminuiti livelli sierici di IgM. Anche i neutrofili sono in 
numero cronicamente minore del normale (<500 unità/µl) nonostante la maturazione 
nel midollo osseo avviene normalmente, ed inoltre hanno una ridotta capacità di 
eliminazione dei batteri[55].  
 
 
 
Il segno clinico tipico che distingue il deficit di p14 dalle altre patologie con 
ipopigmentazione ed immunodeficienza è la bassa statura. Le infezioni ricorrenti sono 
invece più simili a quelle che mostrano le altre immunodeficienze e coinvolgono spesso 
l’apparato respiratorio, con interessamento polmonare dovuto a streptococco. Anche 
qui la neutropenia è trattata con la somministrazione di basse dosi di G-CSF e profilassi 
antibiotica qualora necessaria. 
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Analisi genetica diretta e next generation sequencing 
In tutti i casi sopra descritti si parla di malattie genetiche mendeliane (o monogeniche) 
ed è dunque possibile ottenere una diagnosi certa unicamente mediante analisi 
genetica del singolo gene-malattia. La presenza di un allele funzionante è sempre in 
grado di sopperire quello mutato per cui lo stato di eterozigosi non si manifesta con 
segni clinici. Questo fatto diminuisce enormemente il numero di persone affette da tali 
patologie, che tuttavia si manifestano con più probabilità in alcuni gruppi etnici isolati 
o nelle unioni tra consanguinei. 
Laddove il pannello di segni clinici, sia fenotipici che immunologici, indirizzi già la 
diagnosi verso una patologia particolare si tratta banalmente di effettuare un 
sequenziamento genico diretto (metodo Sanger) alla ricerca della mutazione causativa. 
Se invece, nonostante le evidenze, il gene comunemente responsabile non risulta 
alterato è probabile che si tratti di una sindrome simile, magari un sottotipo ancora 
sconosciuto, la cui causa genetica non è ancora nota. 
La tecnologia Sanger si è diffusa in tutto il mondo a partire dagli anni ’80 ed è stata 
leader nel settore per oltre 25 anni. È tutt’ora largamente impiegata per le conferme di 
singole mutazioni ma ha ceduto il passo alle tecnologie di nuova generazione (NGS) per 
quanto riguarda le analisi del DNA su larga scala. Le grosse limitazioni del metodo 
Sanger sono intrinseche nella tecnologia stessa e comportano enormi problemi di 
tempo, costi, risoluzione e scalabilità. Tramite un completo cambio di paradigma le 
nuove tecnologie hanno reso possibile un balzo enorme nell’analisi del genoma: basti 
pensare che il progetto genoma umano richiese circa 3 miliardi di dollari di 
finanziamento e quasi 15 anni di lavoro. All’attuale stato dell’arte lo stesso risultato è 
ottenibile in una settimana, al costo di poche migliaia di dollari! 
In linea di principio, il concetto alla base della tecnologia NGS è simile al metodo 
classico e consiste nell’identificare sequenzialmente le basi di un frammento di DNA 
tramite segnali emessi da ciascun frammento che viene re-sintetizzato da un filamento 
stampo di DNA. Anziché essere limitato ad un solo frammento l’NGS estende questo 
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processo attraverso milioni di reazioni in modo massicciamente parallelo. Questo 
progresso consente di sequenziare ampi tratti di DNA che si estendono lunghi interi 
genomi, con una produttività straordinaria nell’ordine delle centinaia di gigabasi di dati 
in una singola corsa. Per illustrare come funziona questo processo, si consideri un 
campione di singolo DNA genomico (gDNA). In primis il gDNA viene frammentato in 
una libreria di piccoli segmenti che possono essere uniformemente e accuratamente 
sequenziati in milioni di reazioni parallele. Le stringhe di basi così identificate, 
chiamate “letture”, vengono riassemblate utilizzando un genoma di riferimento noto 
come “scaffold”. Il set completo di letture allineati rivela l'intera sequenza di ciascun 
cromosoma nel campione gDNA. 
 
Schema semplificativo dei processi necessari alla generazione delle sequenze finali. In blu i 
frammenti di DNA, in verde la sequenza/lettura sintetica. 
 
L’introduzione di una tecnologia così efficiente, a prezzi estremamente competitivi ha 
fornito una spinta formidabile allo studio delle patologie rare. Se a fronte di una 
patologia genetica non nota era prima necessaria un lunga fase per stabilire quale 
fossero i geni candidati e in secondo luogo la creazione di modelli animali che 
potessero confermare la relazione causativa tra la mutazione e la patologia, ora 
tramite il sequenziamento dell’intera parte codificante del genoma (esoma) e con 
un’attenta analisi bioinformatica i tempi di ricerca si sono notevolmente accorciati. 
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Exome sequencing 
Il metodo ad oggi più efficiente ed efficace per stabilire la mutazione causativa di una 
patologia mendeliana è sicuramente il sequenziamento tramite NGS dell’esoma. 
L’esoma costituisce circa l’1% del genoma (circa 30 milioni di basi) ed è costituito 
dall’insieme di tutte le sequenze esoniche (circa 200.000) che ne costituiscono la parte 
codificante. Il fatto che il sequenziamento sia svolto solo su tale regione facilita 
enormemente la successiva analisi informatica escludendo tutta quell’enorme parte di 
DNA genomico che al momento non sembra avere rilevanza clinica. Si stima infatti che 
più del 90% delle patologie genetiche siano dovute a mutazioni puntiformi nelle 
regioni codificanti. 
All’atto pratico, per evitare di analizzare la parte di DNA non codificante al fine di 
mantenere un alto numero di letture e un’elevata copertura delle zone di interesse, è 
necessario prima di procedere al sequenziamento vero e proprio un’ulteriore fase di 
“arricchimento” o “cattura”. È quindi necessario indirizzare il sequenziamento verso 
specifici frammenti di DNA costruendo una libreria arricchita o costituita 
esclusivamente dalle regioni di interesse: nel caso dell’exome sequencing sono i circa 
200.000 frammenti accennati prima, ma possono anche essere in numero minore 
qualora si vogliano analizzare solo alcuni geni di interesse. 
 
INTRODUZIONE 
23 
 
L’arricchimento procede come in figura: prima con la denaturazione dei frammenti 
totali di DNA (A) a cui successivamente vengono aggiunte di sonde biotinilate che si 
ibridizzano solo ai frammenti di interesse (B). È così possibile “catturare” tali 
frammenti tramite delle biglie coniugate con streptavidina (C) ed eluire in ultimo le 
sequenze di interesse scartando tutto il resto (D). 
I dati che normalmente risultano dal sequenziamento di un intero esoma mostrano un 
altissimo numero di mutazioni, inserzioni e delezioni. La stragrande maggioranza di 
queste alterazioni non ha alcun significa clinico ed è quindi necessario filtrarle secondo 
criteri stabiliti analizzando la popolazione generale in modo da escludere tutti i 
polimorfismi noti, insieme a ovviamente tutte le variazioni che non alterano la 
sequenza aminoacidica, che hanno minime conseguenza sulla struttura proteica, che 
non rispecchiano la via di trasmissione ereditaria della patologia o che non segregano 
con la patologia nelle famiglie affette.  
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IL CASO CLINICO 
 
E‘ arrivata alla nostra attenzione una ragazza italiana di 17 anni con albinismo 
oculocutaneo, nistagmo e normale sviluppo neurologico. Presentava inoltre ricorrenti 
infezioni oculocutanee ma nessuna storia pregressa di epistassi o altri episodi 
emorragici. A 6 anni ebbe un episodio prolungato di febbre con convulsioni. Al momento 
del ricovero presentava trombocitopenia (111.000 piastrine/μl) e leucopenia (2.600 
leucociti/μl); ulteriori esami immunologici hanno rilevato una normale distribuzione 
delle sottopopolazioni linfocitarie e un normale livello di immunoglobuline nel sangue. 
 E‘ stata sottoposta al test di aggregazione delle piastrine che è risultato normale; è stata 
esclusa la granulomatosi cronica dalla risposta nella norma al PMA (forbol 12-miristato 
13-acetato). I test genetici per AP3B1 e RAB27A, i geni causali rispettivamente della 
HPS2 e della GS2, sono risultati negativi, suggerendo che la paziente potesse avere 
un’altra mutazione in un diverso gene causativo. Il suo DNA è stato quindi sottoposto ad 
exome sequncing che ha evidenziato una sostituzione aminoacidica in omozigosi sul 
gene PLDN, causativa della HPS-9.  
La sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 9 (HPS-9) è provocata da una mutazione su 
PLDN a carico dell’esone 3: p.[Q78X];[Q78X] con conseguente formazione di un codone 
di stop. In questo modo viene a mancare un sito SC35 di legame al DNA e quindi avviene 
lo skip dell’intero esone 3; così che il successivo esone si trova out-of-frame; ciò porta a 
due effetti diversi: la degradazione del trascitto oppure la formazione di una proteina 
incompleta di soli 86 amminoacidi invece che 172. La mancanza di Pallidina o la presenza 
della sua forma mutata hanno come conseguenza l’instabilità dell’intero complesso 
BLOC-1. 
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SCOPO DELLA RICERCA 
 
La sindrome da Hermansky-Pudlak (HPS) è una patologia autosomica recessiva 
caratterizzata da albinismo oculocutaneo e da un quadro di infezioni ricorrenti a causa di 
una diminuita capacità di killing delle cellule natural killer (NK) e dei linfociti T CD8 
citotossici (CTL). Sono stati identificati 9 tipi di HPS causati da 9 mutazioni diverse sui 
componenti dei complessi BLOC-1,2,3 (Biogenesis of Lysosomal Organelles Complex) o 
AP-3 (Adaptor Protein-3). Il gene PLDN ,localizzato sul braccio q del cromosoma 15 in 
posizione q21.1, fa parte del complesso BLOC-1, del quale costituisce la subunità 
numero 6.  
Nel 2010 è arrivata alla nostra attenzione una paziente con caratteristiche cliniche simili 
a quelle della sindrome sopra descritte. L’analisi genetica, attraverso exome sequencing, 
ha evidenziato una nuova mutazione (p.[Q78X];[Q78X]). 
Quando questa ricerca è iniziata il sottotipo 9 non era ancora stato scoperto ed il gene 
PLDN era conosciuto solo tramite il suo omologo murino pallidin.  
Lo scopo della ricerca è stato quello di identificare e caratterizzare questa nuova 
sindrome da immunodeficienza primaria associata ad albinismo oculocutaneo.  
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ANALISI DI MUTAZIONE 
 
Estrazione di DNA 
Per la ricerca di mutazioni del gene STAT3, in soggetti potenzialmente affetti dalla 
sindrome da Iper -IgE, si parte da un prelievo di sangue periferico (in EDTA).  
Il DNA è stato estratto direttamente dal prelievo. I prelievi dei pazienti e dei controlli 
provengono dal Day Hospital Immunologico Pediatrico della Clinica Pediatrica degli 
Spedali Civili di Brescia o da altre strutture afferenti. 
Il DNA è stato estratto mediante il kit di estrazione commerciale, DNA Blood Mini Kit 
(Qiagen) seguendo il protocollo fornito dalla casa produttrice che prevede: 
• un’incubazione iniziale di 10 minuti a 56°C in Proteinasi K e Buffer AL. 
• Dopo l’aggiunta di Etanolo 100% si trasferisce il tutto in una colonna QIAamp 
Mini spin column e si centrifuga a 8000 rpm per un minuto.  
• Segue l’aggiunta del Buffer AW1 (buffer di lavaggio), una centrifuga a 8000 rpm 
per un minuto,  
• l’aggiunta del Buffer AW2 (Buffer di lavaggio) e una centrifuga a 14000 rpm per 
tre minuti. 
• Si eluisce infine con 200 µl di Buffer AE e dopo incubazione a temperatura 
ambiente per cinque minuti si centrifuga a 8000 rpm per 1 minuto. 
 
La quantificazione del DNA è stata effettuata mediante spettrofotometro UV/Visible 
Ultraspect 1100 pro (Amersham Biosciences), alla lunghezza d’onda di 260 nm. 
 
 
Amplificazione del gene PLDN 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è la metodica utilizzata per l’amplificazione dei 5 
esoni che costituiscono il gene PLDN (di recente rinominato BLOC1S6 – bloc1 subunit 6).  
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Il gene per cui sono stati disegnati i primers, per il relativo sequenziamento, è l’isoforma 
BLOC1S6-001 (ensembl Protein_Coding Gene ENST00000220531) che codifica per la 
relativa proteina di 172 amminoacidi (ensembl Transcript id ENSP 00000220531), da un 
trascritto primario di 4037 bp, localizzato sul cromosoma 15 tra 45,879,321 e 
45,908,197. 
La reazione è stata effettuata utilizzando la GoTaq DNA polymerase (Promega) in un 
volume di 25 µl. Il protocollo con le quantità e le concentrazioni dei reagenti utilizzati 
sono schematizzati nella tabella seguente. 
 
La reazione viene eseguita su Mastercycler epgradient (Eppendorf) alle seguenti 
condizioni: 
 
Denaturazione iniziale  95°C X 3 minuti 
Denaturazione   94°C X 30 secondi  
Annealing   60°C X 30 secondi 
Extension   72°C X 45 secondi 
Extension finale  72°C X 5 minuti 
Mantenimento   4°C 
REAGENTE VOLUME CONCENTRAZIONE FINALE 
5X Green or Colorless GoTaq Reaction Buffer 5X 5 µl 1X (1.5mM MgCl2)² 
dNTPs 1 mM 5 µl 0.2 mM 
Primer Forward 10 pmol/µl 1.2 µl 2.4 pmol/µl 
Primer Reverse 10 pmol/µl 1.2  µl 2.4 pmol/µl 
GoTaq DNA polymerase 5 U/µl 0.2 µl 1U 
DNA 50-100 ng 1 µl  
H20 11.4 µl  
VOLUME TOTALE 25 µl 
 
38 cicli 
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La presenza del prodotto di reazione è stata verificata mediante corsa elettroforetica su 
gel d’agarosio al 2%, caricando 5 µl di amplificato e 2 µl di blu di bromofenolo e facendo 
correre per 15 minuti a 110 mV. Di seguito sono riportati i primer utilizzati. 
 
Primer Forward Reverse 
EX 1 280 bp CCCCACACTGCTGAGTCC GCCAAAAACCGCTTACTCC 
EX 2 200 bp TTGCTGGGGACAGGTTTAAG TGCCACAGAGGAAATGAGTG 
EX 3 275 bp CTTTTAATGGACCGGCACTT AGCTATTGCTAAGACAAGATGTCA 
EX 4 247 bp TTGACCAATTTAGGAAGCACAA GCAAGAGCAAAACTCCGTCT 
EX 5 273 bp GGGTAGGTTGGACAGAGTGTGC AACAGGGAGTCAAGGCCATCTC 
 
Primer disegnati per l’amplificazione degli esoni del gene PLDN 
 
Purificazione del prodotto di PCR 
Il prodotto di PCR è stato purificato mediante l’utilizzo dell’ExoSAP, esonucleasi I e 
fosfatasi alcalina (Shrimp Alkalin Phosphatase), che degradano rispettivamente i DNA a 
singolo filamento, i dNTPs e i primer in eccesso.  
• A 5 µl di prodotto di PCR sono stati aggiunti 2 µl di Exosap e si è eseguita una 
incubazione di 15 minuti a 37°C,  
• la reazione è stata poi bloccata con un’incubazione di 15 minuti a 80°C come 
schematizzato nella figura seguente 
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Schema di funzionamento della purificazione del prodotto di PDCR tramite Exosap 
 
PCR di sequenza (I) 
La PCR di sequenza consente di ottenere un insieme di frammenti, marcati solo su una 
delle due eliche, che hanno una estremità uguale e l’altra variabile di un solo nucleotide. 
La reazione avviene in un’unica provetta aggiungendo una preparazione standard, 
BigDyeR Terminator (Applied Biosystem), che contiene i nucleotidi terminator (ddNTPs), 
ovvero nucleotidi coniugati con un fluorocromo diverso per ciascuna base azotata; 
inoltre si aggiungono 10 pmol/μl del primer specifico per il frammento che si vuole 
sequenziare e il DNA precedentemente purificato. 
L’amplificazione si esegue sul Mastercycler (Eppendorf) secondo il seguente protocollo: 
• 94°C 5 minuti 
• 94°C 10 secondi – 58°C 5 secondi – 60°C a 2 minuti e 30 secondi (25 cicli) 
• 4°C ∞ 
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Il prodotto della PCR di sequenza viene purificato da eventuali residui mediante la 
precipitazione in etanolo, secondo il seguente protocollo:  
• per ogni prodotto di PCR di sequenza, il cui volume finale è di 10 µl, bisogna 
aggiungere 25 µl di etanolo al 100% e 1 µl di Sodio acetato. A questo punto, si 
centrifuga a 14000 rpm per 25 minuti a 4°C.  
• Dopo aver eliminato il surnatante, si aggiungono 180 µl di Etanolo a 70% e si 
centrifuga a 14000 rpm per 25 minuti a 4°C. 
 
Si elimina il surnatante ed si lascia asciugare la provetta per eliminare eventuali residui 
di etanolo. Allo scopo di mantenere il DNA in uno stato di denaturazione, si aggiungono 
40 µl di Formammide. La sequenza completa dei frammenti è stata ottenuta mediante il 
caricamento sul sequenziatore ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
Le sequenze ottenute sono state confrontate con quelle di riferimento depositate in 
banca dati (www.ensembl.org) mediante il software opensource BIOEDIT . 
 
EXOME SEQUENCING 
 
Il sequenziamento dell’esoma è stato svolto in collaborazione con il prof. SF. Kingsmore 
del Children’s Mercy Hospital di Kansas City (MO). 
L’analisi genetica è stata effettuata tramite sequenziamento di nuova generazione 
restringendo i saggi di cattura e amplificazione alla sola regione codificante (esoma) che 
comprende un totale di 37.7 milioni di nucleotidi, arricchiti 44 volte con metodo 
sureselect e raindance fino a raggiungere la cifra di 3,2 miliardi di nucleotidi. I frammenti 
generati sono stati doppiamente sequenziati (pair-end reads) tramite piattaforma 
Illumina HiSeq2000.  
Il sequenziamento ha generato circa 171 milioni di sequenze, di lunghezza media di 130 
nucleotidi e lette mediamente 135 volte ognuna. 
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COLTURE CELLULARI 
 
Isolamento PBMC e PMN 
Le cellule mononucleate (PBMC), sia dei pazienti che dei controlli sani, sono state isolate 
da sangue periferico eparinato mediante stratificazione su gradiente di Lympholyte H 
(Cedarlane, Ontario; Canada).  
 
• Al sangue è stato aggiunto un uguale volume di soluzione fisiologica, quindi dopo 
aver mescolato bene, si stratifica il tutto in una nuova Falcon contenete un 
volume di Lympholyte pari a quello iniziale del campione di sangue, evitando di 
mescolare i due fluidi.  
• Si centrifuga 20 minuti a 2000 rpm, si aspira quindi l’anello di PBMC con una 
pipetta pasteur. 
• seguono due lavaggi con PBS e la conta dei PBMC, in camera di Burker.  
 
Si recupera la porzione superiore del pellet di globuli rossi (ossia la parte contente i 
granulociti). Si trasferisce il tutto in una provetta falcon da 15 ml e si porta a volume con 
una soluzione isotonica di lisi per globuli rossi (di 0.15M NH4Cl, 0.01M NaHCO3, e 0.01M 
EDTA) lasciandola agire per 10 minuti, fino alla completa lisi degli eritrociti. Quindi si 
effettua un lavaggio in PBS freddo a 1600 giri per 5 minuti a 5°C. Si risospende poi in 
terreno completo e si piastrano rapidamente.  
 
Allestimento di colture di monociti in adesione 
Si piastrano 5x105 PBMC/well in terreno completo in piastra da 48-well, in un volume 
finale di 500 µl di terreno completo (RPMI 1640, Euroclone; Fetal Bovin Serum 10%, 
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Euroclone; L-glutammina 2 mM, Invitrogen; 100 U/ml penicillina, Euroclone; 100 µg/ml 
streptomicina, Euroclone) per 2 ore, dopodiché si raccolgono le cellule non adese (PBL), 
e si aggiungono gli stimoli: LPS a 1000 ng/ml (lipopolisaccaride Peprotech Inch Rocky Hill 
NJ. USA) e/o IL-10 a 100 ng/ml (Peprotech) (il tutto in duplicato). Le colture vengono poi 
incubate sterilmente a 37°C in atmosfera al 5% di CO2.  
Infine si raccolgono i surnatanti a 5 e 24 ore di stimolazione, e si conservano a -80°C fino 
al dosaggio delle citochine. 
 
Allestimento di colture di polimorfonucleati (PMN) 
Si piastrano 5x105 PMN/well in terreno completo in piastra da 24-well, in un volume 
finale di 500 µl di RPMI completo e si aggiungono gli stimoli: LPS a 200 ng/ml 
(lipopolisaccaride Peprotech Inch Rocky Hill NJ. USA) e/o IL-10 a 100 ng/ml (Peprotech) 
(il tutto in duplicato). Infine si raccolgono i surnatanti a 4 e 20 ore di stimolazione, e si 
conservano a -80°c fino al dosaggio delle citochine. 
 
Allestimento di colture di cellule dendritiche (DC) 
Si piastrano 3 x 106 PBMC per pozzetto in una piastra da 6 well in 2 mL di terreno 
completo RPMI al 10% FCS, addizionato a GM-CSF (Peprotech) alla concentrazione di 50 
ng/mL e IL-4 20 ng/mL (Peprotech) per 5 giorni. Il sesto giorno si aggiunge IL-10 alla 
concentrazione di 100ng/mL, seguita da una maturazione finale di 36 ore in LPS alla 
concentrazione 250 ng/mL (Peprotech). 
Dopodiché si raccolgono cellule e surnatante e si centrifuga a 1500 giri per 5 minuti, il 
surnatante viene poi congelato a – 80°C.  
Le DC si stratificano su vetrino centrifugando la sospensione cellulare, in PBS, a 1800 giri 
per 10 minuti a -20°C, seguita da fissazione in etanolo al 95% per 10 minuti a -20°C. 
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Purificazione cellulare per WB, transfezioni e saggi di citotossicità 
A secondo del tipo cellulare che è stato necessario analizzare si è scelto di utilizzare una 
differente metodica di purificazione al fine di ottenerne una popolazione pura.  
I granulociti ad esempio sono recuperabili direttamente dal fondo del fycoll: granulociti 
altamente purificati (>98,5%), contenenti circa 1-5% di eosinofili (rilevati dalla 
colorazione di May-Grunwald-Giemsa), sono state isolate in ambiente privo di 
endotossine  attraverso centrifugazione su Ficoll-Paque plus (GE Healthcare, Little 
Chalfont, UK).[94] 
I monociti sono stati invece isolati a partire dai PBMC presenti nel sangue periferico 
dopo adesione su comuni piastre per colture cellulari (6 well corning tissue colure 
treated). Dopo il gradiente, i leucociti (5 x 106/mL e monociti 2 x 106/mL) sono stati 
risospesi in RPMI 1640 medium (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA), aggiunto a low-
endotoxin FCS al 10% (BioWhittaker; <0,06 EU/mL) piastarti in terreno di coltura e 
coltivati in presenza o assenza di 100 ng/mL di LPS di E.Coli (clone 0111:B4 strain, Alexis 
Biochemical,s Lause, Switzerland), e o dove non diversamente specificato, 200 U/mL di 
IL-10 (BioPharma, Palo Alto, CA, USA). 
I linfociti citotossici e natural killer sono invece stati isolati dai PBMC. Per far ciò 
abbiamo utilizzato due kit MicroBeads (Miltenyi biotech) che selezionano 
rispettivamente sfruttando il CD8 e il CD56  secondo il seguente protocollo : 
 
• Determinare il numero di cellule e centrifugare la sospensione cellulare a 1200 
rpm per 10 minuti, aspirare completamente il surnatante e risospendere il pellet 
cellulare in 80 µl per 107 cells . 
•  Addizionare 20 µl di biglie per 107 cells, miscelare bene e incubare per 15 minuti 
alla temperatura di 4°C. 
• Lavare le cellule addizionando 1-2 ml di buffer  (PBS 0.5% FCS, 2 mM EDTA) e 
centrifugare a 1200 rpm per 10 minuti e aspirare completamente il surnatante, 
quindi procedere alla separazione magnetica con colonne MS (2 x108). 
• Posizionare la colonna su supporto magnetico, avvinandola con 500 µl di buffer 
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• Applicare quindi la sospensione cellulare all’interno della colonna, raccogliere le 
cellule che sono passate attraverso la colonna, che rappresentano la frazione 
non legata alle biglie (CD8 o CD56 negativa). 
• Effettuare il lavaggio con 500 µl di buffer per 3 volte. 
• Togliere la colonna dal separatore magnetico e metterla in una nuova falcon da 
15 ml. 
• Aggiungere 1 ml  di buffer nella colonna, applicare il relativo stantuffo ed eluire 
le cellule marcate che fluiranno così nella provetta. 
 
BIOLOGIA MOLECOLARE 
 
Western Blot 
L’estratto dai PBMC (5 x 106) è stato preparato con un buffer lisante ( 20 mM HEPES, 420 
mM NaCl, 1mM EGTa , 1% Nonidet-P40, 20% glicerolo e 1 mM DTT) contenente un 
inibitore delle proteasi (5 µg/mL leupeptin, 5 µg/mL pepstatin, 1 mM PMSF, 5 mg/mL 
µ1-antitrypsin) e fosfatasi (1 mM Na3VO4, 20 µM PAO, 50 mM NaF ).  
15 µg di listato vengono sottoposti a corsa elettroforetica su SDS-PAGE e trasferiti su 
nitrocellulosa (Hybond, GE Healthcare, Little Chalfont, UK).  
L’anticorpo utilizzato per l’incubazione primaria per PLDN è di origine policlonale 
(ricavato in capra) acquistato presso la AbCam (ab 10145). Usato alla concentrazione di 
2 µg/mL e incubato overnight a 4°C. Le proteine blottate sono state analizzate e 
quantificate utilizzando  il sistema Odissey infrared imaging System (LI-COR Biosciences, 
Lincoln, NE). La quantificazione è stata realizzata con il software di analisi fornito dalla 
casa produttrice. La membrana è stata lavata ed ibridata attraverso un anticorpo 
policlonale donkey anti-goat HRP marcato (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) e 
rilevato tramite substrato Immobilon Western chemiluminescence HRP substrate 
(Millipore, Billerica, MA). 
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RT PCR- Real Time  
L’RNA totale è stato estratto da 2 x 106 neutrofili o da 0,5 x 106 PBMC attraverso il kit 
RNeasy mini kit, secondo il protocollo dell’ azienda produttrice (Qiagen, Crawley, UK). 
Tutti i campioni sono stati successivamente sottoposti ad un ulteriore trattamento 
DNase con 1 U di DNase I (Invitrogen) a 25°C per 15 minuti, e trascritti con trascrittasi 
inversa utilizzando SuperScript II (Invitrogen). Campioni identici sono stati trattati in 
assenza di trascrittasi inversa e impiegati come controlli per eventuale contaminazione 
genomica del DNA.  
La real-time è stata effettuata in triplice coppia per 2,5 ng di cDNA per ogni campione, 
utilizzando il sistema DNA Engine Opticon 2 System (MJ Research, Waltham, MA). Le 
condizioni della reazione, identiche per tutte le coppie di primers, sono state eseguite 
come riportato: 95°C per 10 secondi, seguito da 50 cicli di 10 secondi a 95°C e 60°C per 
30 secondi. I risultati sono stati calcolati attraverso i software Q-Gene (Muller 2002 
Biotechniques) and linReg PCR 7.0. e successivamente espressi come mRNA o livelli di PT 
± SEM, dopo normalizzazione con il controllo GAPDH mRNA. 
 
Clonaggio 
Per poter trasfettare e/o infettare delle cellule target è stato necessario clonare il gene 
PLDN wild-type in un vettore adeguato, che potesse essere espresso in cellule 
eucariotiche e che permettesse di esprimere la proteina coniugata ad un fluorocromo. 
Il vettore usato è stato pAC, un plasmide commerciale per l’espressione eucariotica con 
le seguenti caratteristiche: 
• la GFP (Green Fluorescent Protein) che consente di rilevare l’espressione del 
transgene con metodi di citofluorimetria 
• un promotore umano che facilita la trascrizione del transgene, CMV 
(Citomegalovirus) 
• un multiple cloning site con siti di restrizione unici, tra cui quelli per gli enzimi 
Mlu I e Sgf I 
• il gene di resistenza all’ampicillina per la selezione dei batteri trasformati 
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Mappa del vettore pACGFP1-N3 
 
Amplificazione del gene PLDN 
Prima di clonare il gene è stato necessario amplificarlo mediante PCR. La reazione di PCR 
(Polimerase chain reaction) prevede l’uso di DNA a singolo filamento che funge da 
stampo, di due oligonucleotidi (primer) che permettano la specifica amplificazione delle 
porzioni di DNA di interesse, di nucleotidi liberi, precursori della sintesi del DNA (dNTPs), 
di una DNA polimerasi termostabile (Taq polimerasi) e di tamponi e sali che consentano 
a tale enzima di funzionare in maniera ottimale. 
I primer utilizzati sono Mlu-Forward e Sgf-Reverse, disegnati in modo da sovrapporsi solo 
parzialmente al gene e da aggiungere i siti di restizione per gli enzimi Mlu I e Sgf I alle 
due estremità. 
 
REAGENTE VOLUME 
5X Colorless GoTaq Reaction Buffer 5 μl 
dNTPs 1mM 5 μl 
Primer forward 3 μl 
Primer reverse 3 μl 
GoTaq DNA Polymerase (Promega) 0,2 μl 
DNA (463ng/μl) 1 μl 
H2O 7,8 μl 
VOLUME TOTALE 25 μl 
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Le condizioni dell'amplificazione sono state impostate sul termociclatore secondo il 
protocollo seguente: 
Denaturazione iniziale: 95°C x 2‘ 
Denaturazione:  95°C x 30‘‘ 
Annealing:   55°C x 30‘‘  25 cicli 
Extension:   72°C x 45‘‘ 
Extension finale:  72°C x 7‘ 
Mantenimento:   4°C 
 
Terminata l'amplificazione, è stato caricato il prodotto di PCR su gel d'agarosio all'1%, per 
verificare mediante elettroforesi che la banda si trovasse all'altezza corretta (circa 500 
bp); sono stati caricati 8 μl di amplificato e 2 μl di 5X Green GoTaq Reaction Buffer, oltre 
al DNA ladder, che sono stati fatti correre per 10 minuti a 120 mV. 
 
Subclonaggio di PLDN 
Prima di clonare il nostro gene amplificato per PCR nel vettore pAC è stato necessario 
fare un sub-clonaggio in un vettore ad alta efficienza di trasformazione: il vettore TOPO 
del kit TOPO-TA cloning (Invitrogen). 
Questo vettore sfrutta la caratteristica della Taq polimerasi di aggiungere ad ogni 
estremità 3' dell'amplificato una A, che quindi protrude: il TOPO viene fornito dal kit già 
in forma linearizzata, con ad ogni estremità 5' delle T overhang, che possono appaiarsi 
alle A del prodotto. Il kit permette perciò di evitare digestioni con enzimi di restrizione e 
di utilizzare direttamente l'amplificato. 
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Il protocollo è il seguente: 
 
REAGENTE VOLUME 
Prodotto di PCR fresco 2 μl 
Salt solution 1 μl 
H2O 2 μl 
TOPO®vector 1 μl 
VOLUME TOTALE 6 μl 
 
La reazione è stata incubata per 5 minuti a temperatura ambiente, e quindi in ghiaccio, 
prima della trasformazione dei batteri competenti (One Shot ®Chemically Competent E. 
Coli). 
 
Trasformazione batterica 
L'aliquota di batteri competenti è stata scongelata in ghiaccio, quindi vi sono stati 
aggiunti 2 μl della reazione di clonaggio del TOPO; l'incubazione è durata 30 minuti, 
sempre in ghiaccio. Terminata l'incubazione, i batteri sono stati sottoposti a shock 
termico a 42°C in bagnetto termostatato, per 30 secondi; sono stati aggiunti 250 μl di 
terreno SOC preriscaldato a 37°C. Dopo 1,5 h in incubatore a 37°C, i batteri sono stati 
piastrati su piastre preriscaldate LB agar addizionate di IPTG-X-gal e ampicillina, e lasciati 
crescere overnight a 37°C. L'ampicillina è servita per selezionare solo i nostri batteri 
trasformati, poiché il vettore TOPO contiene il gene per la resistenza a questo 
antibiotico, oltre che quello per la kanamicina. 
L'IPTG-X-gal è servito invece per la selezione blu-bianca delle colonie tresformate: il 
vettore TOPO contiene l'operone Lac, all'interno del quale è presente il gene della β-
galattosidasi, enzima necessario per scindere l'X-gal in galattosio e un composto che, 
ossidato, ha un colore blu. Il multiple cloning site del vettore è posto all'interno 
dell'operone; in questo modo le colonie che non hanno l'inserto riescono a 
metabolizzare l'X-gal, e diventano blu, mentre le colonie con l'inserto, quelle positive 
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quindi, non sono più in grado di farlo perchè il loro operone è interrotto dal transgene. 
L'IPTG serve come induttore della β-galattosidasi. 
 
SCREENING DELLE COLONIE 
Dalla piastra sono state piccate 10 colonie bianche (positive) e 3 blu (negative), che sono 
state piastrate in una Petri (LB agar e ampicillina 100μg/ml), sulla quale è stata 
precedentemente disegnata una griglia numerata in modo da poter aver una tracciabilità 
delle colonie. 
 
PCR 
5 delle 10 colonie bianche e 1 di quelle blu sono state stemperate in 100 μl di acqua così 
da utilizzarle per la PCR di screening, utilizzando come primer quelli forniti dal kit TOPO-
TA Cloning: 
PRIMER SEQUENZA 
M13 Forward 5‘-CAGGAAACAGCTATGAC-3‘ 
M13 Reverse 5‘-GTAAAACGACGGCCAG-3‘ 
  
REAGENTE VOLUME 
Buffer 5X 5 μl 
dNTPs 0,5 μl 
Primer M13 Forward 1 μl 
Primer M13 Reverse 1 μl 
H2O 41,3 μl 
GoTaq DNA Polymerase 0,2 μl 
Templato da colonie stemperate 1 μl 
VOLUME TOTALE 50 μl 
 
Il prodotto di PCR è stato visualizzato su un gel di agarosio all‘1%. 
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PCR di sequenza 
Con la PCR di sequenza vengono prodotti frammenti del DNA templato marcati con 
quattro fluorofori diversi, uno per ogni nucleotide, utilizzando gli stessi primer di una 
normale PCR. I fluorofori sono detti terminatori, in quanto dopo che uno di questi viene 
aggiunto al filamento neosistetizzato dalla polimerasi, la reazione non può proseguire: i 
terminatori infatti sono dideossinucleotidi, che mancano del gruppo idrossilico 
necessario per formare il legame col nucleotide successivo. Sono state fatte delle PCR di 
sequenza sulle colonie 1 e 2, usando quattro primer diversi: 
 
PRIMER SEQUENZA 
Mlu I Forward 5‘-ACGCGTTCACATCCTTTTG-3‘ 
Sgf I Reverse 5‘-GCGATCGCATGAGTGTCC-3‘ 
PLDN interno Forward 5‘-AAGAAAAGAGATGCTGATGCTT-3‘ 
PLDN interno Reverse 5‘-TAAAACGACGGCCAGTGAAT-3‘ 
 
I primer Mlu I F e Sgf I R sono gli stessi utilizzati per introdurre i siti di restrizione alle 
estremità del trangene, mentre PLDN interno F e R sono primer che si legano 
internamente alla sequenza; sono stati usati quattro primer perchè l’intera sequenza era 
di più di 500 bp e avremmo rischiato di non leggerla in modo chiaro usandone solo due. 
 
REAGENTE VOLUME 
Big Dye Terminator 1 μl 
Big Dye Buffer 1,5 μl 
H2O 4,5 μl 
Primer 1 μl 
Prodotto di PCR purificato con ExoSAP 2 μl 
VOLUME TOTALE 10 μl 
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Terminata la reazione di PCR, il prodotto è stato precipitato per eliminare eventuali 
residui che avrebbero potuto interferire col sequenziamento: sono stati aggiunti in ogni 
campione 25 μl di etanolo 100% e 1 μl di sodio acetato, quindi abbiamo centrifugato 25 
minuti a 13000 rpm a 4°C, eliminando il surnatante. Sono stati aggiunti poi 180 μl di 
etanolo al 70% e messo in centrifuga 25 minuti a 13000 rpm a 4°C, eliminando il 
surnatante. Questi passaggi sono necessari perchè l'etanolo elimina i sali rimasti nella 
reazione, mentre il sodio acetato lega il DNA, facendolo precipitare sul fondo della 
provetta; questa viene poi essiccata per eliminare eventuali tracce di etanolo. 
Per mantenere il DNA denaturato sono stati aggiunti in seguito 40 μl di formammide, 
quindi le reazioni sono pronte per essere caricate sul sequenziatore ABI PRISM 310 
Genetic Analyser (Applied Biosystems). 
Le sequenze sono state allineate con una sequenza di riferimento, in modo da 
controllare che i siti di restrizione e l'intero gene non avessero subito mutazioni 
introdotte casualmente dai batteri. In effetti è stata riscontrata una mutazione 
puntiforme nella colonia 1, al punto 211: una A è stata sostituita da una T. I siti di 
restrizione invece erano rimasti corretti in entrambe le colonie. 
Dato che la colonia 1 aveva inserito una mutazione, è stato fatto un preinoculo della 
colonia 2, stemperandola in 10 ml di terreno LB con ampicillina preriscaldato a 37°C. 
Il preinoculo è rimasto in incubatore a 37°C per circa tre ore, per poi essere inoculato in 
100 ml del medesimo terreno, sempre a 37°C overnight. 
 
MidiPrep 
Dalla coltura di batteri cresciuta è stato estratto il DNA plasmidico mediante la metodica 
della MidiPrep: inizialmente i batteri vengono lisati con una soluzione alcalina, seguita 
poi dall'adsorbimento del DNA batterico su una matrice di silice (kit Promega). 
L'intero volume (100 ml) della coltura batterica è stato centrifugato a 5000 x g per 10 
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minuti in ultracentrifuga, per pellettare i batteri ed eliminare il terreno. 
Il pellet è stato poi risospeso in 3 ml di Cell Resuspension Solution, quindi sono stati 
aggiunti 3 ml di Cell Lysis Solution, il tampone di lisi alcalina necessario per solubilizzare 
le membrane e denaturare proteine e DNA. La provetta è stata invertita per mixare le 
soluzioni e incubata 3 minuti a temperatura ambiente. 
Sono stati aggiunti quindi 5 ml di Neutralization Solution, che permette la rinaturazione 
del solo DNA plasmidico, perchè quello cromosomico, molto più grande, non riesce a 
riappaiarsi correttamente; in questa fase si osserva la formazione di flocculi bianchi. La 
provetta è stata invertita e successivamente centrifugata a 15000 x g in ultracentrifuga 
per 15 minuti. 
Il lisato è stato quindi travasato in una colonna PureYield™ Clering Column blu e incubato 
per 2 minuti a temparatura ambiente, per permettere ai detriti cellulari di risalire in 
cima; la membrana nella colonna in seguito rimuove la maggior parte dei detriti residui. 
Il lisato è stato centrifugato a 1500 x g per 5 minuti, quindi versato in una colonna 
PureYield™ Binding Column bianca, posta in una nuova falcon da 50 ml. La soluzione è 
stata poi centrifugata a 1500 x g per 3 minuti per far legare il DNA alla membrana 
contenuta nella colonna; sono stati fatti un lavaggio con Endotoxin Removal Wash 
solution (5 ml), per rimuovere contaminanti come endotossina, RNA, proteine e 
endonucleasi, e uno con 20 ml di Column Wash Solution. 
È stato scartato l'out flow e sostituita la falcon, quindi si è proceduto con l'eluizione, 
aggiungendo nella colonna 600 μl di Nuclease-Free Water e incubando 1 minuto a 
temperatura ambiente. Il campione è stato infine centrifugato a 1500 x g per 5 minuti in 
una centrifuga con rotore oscillante per eluire il DNA plasmidico.Dopo l'eluizione, il 
prodotto è stato quantificato con l'Infinite® 200 PRO NanoQuant reader (Tecan), con 
questo risultato:  concentrazione  405 ng/μl e ratio 1,87. La ratio indica il grado di 
purezza del DNA, ed è calcolata come il rapporto tra l'assorbanza del campione a 260 nm 
e quella a 280 nm; un campione puro ha una ratio di 1,8; un valore inferiore indica una 
contaminazione da proteine mentre un valore superiore a 2 indica contaminazione da 
RNA. 
 MATERIALI  E  METODI 
45 
 
 
Digestione del vettore TOPO-PLDN 
Il plasmide ottenuto dalla MidiPrep è stato digerito con gli enzimi di restrizione Mlu I e 
Sgf I, che tagliano secondo il seguente schema: 
 
La reazione è stata incubata a 37°C per 1 ora. Terminata l'incubazione, il prodotto della 
digestione è stato purificato usando il FAM PCR&Gel Purification kit su "spin column", un 
kit che viene usato per eliminare primer, enzimi ed impurità da campioni di DNA.  
 
REAGENTE VOLUME 
NEBuffer 4 10X 5 μl 
BSA 10X 5 μl 
Mlu I (10000 U/μl) 1 μl 
Sgf I (10000 U/μl) 0,5 μl 
TOPO digerito 30 μl 
H2O 8,5 μl 
VOLUME TOTALE 50 μl 
 
La reazione è stata incubata per 1 ora a 37°C. Il prodotto è stato quindi caricato su gel 
d'agarosio all'1%, e lasciato correre a 100 mV per circa 15 minuti. 
Terminata la corsa elettroforetica, è stata verificata al transilluminatore la presenza della 
banda a circa 500 bp, la quale indicava che le due digestioni erano avvenute 
correttamente e il transgene era stato tagliato dal vettore TOPO. 
La banda è stata excisa dal gel con un bisturi, in modo da poter purificare il prodotto 
delle digestioni con il kit FAM PCR&Gel Purification kit: il gel exciso viene pesato su 
bilancia di precisione, quindi viene aggiunto un uguale volume di Soluzione di binding 
(equiparando 100 mg a 100 μl); il campione viene poi incubato a 50°C nel termomixer, 
fino al completo scioglimento del gel. La miscela ottenuta è stata trasferita all'interno di 
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una colonnina, posta a sua volta in un tubo di raccolta da 2 ml, e centrifugata a 16000 x g 
per 1 minuto, eliminando l'eluato. 
Sono stati aggiunti 700 μl di Soluzione di lavaggio (precedentemente diluita in 40 ml di 
etanolo), e il campione è stato nuovamente centrifugato a 16000 x g per 1 minuto; sono 
stati aggiunti altri 500 μl di Soluzione di lavaggio, per poi centrifugare 5 minuti a 16000 x 
g. L'eluato è stato eliminato, quindi abbiamo centrifugato ancora per 1 minuto, per 
togliere eventuali tracce di etanolo; il tubo di raccolta è stato sostituito con uno nuovo 
da 1,5 ml, quindi sono stati aggiunti 30 μl di acqua e abbiamo incubato a temperatura 
ambiente per 1 minuto, prima di centrifugare a 16000 x g per un altro minuto per eluire. 
Il DNA digerito è stato quindi quantificato al TECAN: 3ng/μl. 
 
Ligazione del transgene nel vettore 
Nonostante la bassa resa delle digestioni, abbiamo potuto procedere con la ligazione del 
frammento nel vettore pAC, che era stato precedentemente digerito con gli enzimi Mlu I 
e Sgf I: 
 
REAGENTE VOLUME 
Inserto doppio digerito (PLDN) 6 μl 
Vettore doppio digerito (pAC) 1 μl 
Buffer 10X 2 μl 
T4 ligasi (Promega) 1 μl 
H2O 10 μl 
VOLUME TOTALE 20 μl 
  
La reazione è stata incubata overnight a temperatura ambiente (22°C). 
Il giorno seguente con il prodotto della ligazione è stata trasformata un'aliquota da 50 μl 
di batteri competenti JM109, che quindi sono stati piastrati su piastre LB agar 
addizionate di ampicillina, per poi essere messi a crescere in incubatore a 37°C 
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overnight. 
Dalla piastra successivamente sono state piccate 30 colonie, sulle quali abbiamo fatto 
uno screening con PCR utilizzando i primer CMV Forward e GFP Reverse, che si legano a 
sequenze presenti sul vettore, fiancheggianti il multiple cloning site. 
 
PRIMER SEQUENZA 
pAC CMV Forward 5‘-TTTGCCCTTTTTGAGTTTGG-3‘ 
pAC GFP Reverse 5‘-CCAAAAGACGGCAATATGGT-3‘ 
 
In questo modo, le colonie trasformate con il solo vettore avrebbero dato un amplificato 
di circa 200 bp, mentre quelle trasformate con il vettore contenente anche l'inserto 
avrebbero dato una banda di circa 700 bp. Dopo la PCR, abbiamo visualizzato i prodotti 
su gel d'agarosio e sono risultate positive 2 colonie, le n° 12 e 16. 
 
 
 
Sui prodotti di PCR di queste colonie è stata fatta poi un ExoSAP, quindi una PCR di 
sequenza con gli stessi primer usati per l'amplificazione.  Tutte e due le colonie 
presentavano i siti di restrizione e la sequenza di PLDN corretti, quindi è stato fatto un 
preinoculo della la colonia 16 in 10 ml di LB broth con ampicillina, per poi inocularlo in 
100 ml dello stesso terreno. 
Dopo la crescita overnight, è stata fatta una MidiPrep per estrarre il plasmide, che è 
stato poi quantificato al TECAN: 285 ng/μl con 1,87 di ratio. 
 
NUCLEOFEZIONE 
Il tipo di trasfezione utilizzata è stata la nucleofezione, che sfruttando impulsi elettrici e 
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soluzioni saline e mediante l'utilizzo di speciali elettroporatori, permette al DNA esogeno 
di penetrare direttamente all'interno del nucleo. 
Il prodotto del clonaggio pAC+PLDN è stato quindi utilizzato per trasfettare le cellule NK 
della paziente.  
Per la transfezione è stato utilizzato il protocollo Amaxa® Human NK Cell Nucleofector® 
Kit (Lonza). Le cellule sono state contate, poichè per ogni campione il protocollo 
consigliava di utilizzare 2-3x106 cellule; queste sono state centrifugate a 200 x g per 10 
minuti. Il pellet è stato poi risospeso in una soluzione contenente 82 µl di Nucleofector® 
Solution e 18 µl si Supplement.  
I volumi sono stati triplicati perchè abbiamo usato tre vettori diversi: pAC+PLDN, pAC 
senza inserto, e pmaxGFP® fornito dal kit come controllo. 
Dalla sospensione ottenuta sono stati prelevati 100 μl per ogni campione, messi in una 
provetta con 0,4 μg di pmaxGFP®, 0,8 μg di pAC (0,8μl), 0,8 μg di pAC+PLDN (2,8 μl); 
queste soluzioni sono state poi trasferite in tre pozzetti delle strip per il Nucleofector, 
che abbiamo impostato sul programma DN-100. Questo programma è stato individuato 
come il più adatto ad avere una buone resa di trasfezione e contemporaneamente una 
buona vitalità cellulare. Terminata la nucleofezione, sono stati aggiunti in ogni pozzetto 
500 μl di terreno RPMI preriscaldato, e quindi le tre sospensioni cellulari sono state 
trasferite in tre pozzetti di una piastra 6-well, già contenente 1,5 ml di terreno/well, 
quindi messe in incubatore cellulare a 37°C con 5% di CO2. 
 
Acquisizione al citofluorimetro 
La citometria a flusso è una tecnica molto importante nel campo degli studi istologici e 
citochimici, che permette la caratterizzazione di cellule in sospensione in un mezzo 
fluido. Vengono valutati vari parametri, quali le dimensioni e la complessità della cellula, 
oltre all’espressione di molecole di membrana mediante utilizzo di anticorpi marcati con 
vari fluorocromi (PE, R- Ficoeritrina; FITC, Fluoresceina-5-isotiocianato; PerCP, Peridinina 
di Clorofilla). 
 MATERIALI  E  METODI 
49 
 
Il citofluorimetro è dotato di un sistema di aspirazione che preleva la sospensione di 
cellule marcate e la fa passare attraverso una camera di flusso, in modo da separarle 
singolarmente. Un raggio laser colpisce ogni singola cellula e tramite un sistema ottico 
rileva il segnale luminoso diffuso utilizzato per misurare le dimensioni delle cellule 
(Forward Scatter, FCS), il segnale difratto per osservare la complessità interna o 
granulosità (Side Scatter, SSC), e l’emissione di fluorescenza è proporzionale alla 
quantità di proteina di interesse effettivamente presente o funzionale. 
I segnali rilevati vengono quindi convertiti da analogici a digitali ed elaborati dal 
computer, che dà come risultato un grafico. 
 
SAGGI BIOLOGICI 
 
Saggio di citotossicità 
I test di citotossicità permettono di valutare una eventuale funzione attivatoria o 
inibitoria dei recettori espressi sulle NK. In quest’analisi le cellule effettrici (NK) sono 
incubate insieme a cellule target marcate in precedenza con 51Cr radioattivo. In 
particolare viene utilizzata una linea tumorale murina denominata P815 che è 
caratterizzata dalla presenza in superficie dell’FcγR. Questo esperimento viene 
denominato “redirected killing” in quanto il cross linking del segmento Fc delle 
immunoglobuline si lega all’FcγR delle P815. Così facendo lo stimolo, determinato 
dall’anticorpo che riconosce un eventuale recettore delle cellule NK, è aumentato dal 
cross linking e mima esattamente il fenomeno che si determinerebbe se il recettore 
riconoscesse un preciso ligando. Per esperimenti di redirected killing possono essere 
utilizzati anticorpi di isotipo γ1, γ2, γ2b e γ3, mentre gli anticorpi di isotipo IgM, che non 
presentano il frammento Fc libero, non possono essere utilizzati.  
Il test di citotossicità consiste nel fatto che viene valutato il rilascio di 51Cr da parte delle 
cellule bersaglio, marcate con il suddetto radioisotopo, dopo incubazione di 4h a 37°C 
con cellule NK effettrici. 
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La prova si esegue in piastre da 96 microwell con fondo a “V”, le cellule bersaglio sono 
state utilizzate secondo una concentrazione di 5x103 cellule/microwell; sono stati 
effettuati rapporti E:T (Effector: Target) varianti da 1:1 a 30:1.  
Gli anticorpi che riconoscono i recettori di cui volevamo individuare la funzionalità sono 
stati aggiunti nei pozzetti insieme alle cellule effettrici ed alle cellule bersaglio. Sono 
stati allestiti anche pozzetti di controllo in cui era omesso l’anticorpo e pozzetti in cui 
erano aggiunti anticorpi monoclonali di cui era chiaramente nota la specificità e l’azione. 
Dopo  un incubazione per 4 ore, a 37°C si va a misurare la radioattività, tramite gamma 
counter, rilasciata nei vari pozzetti dalle cellule target lisate. Questo valore è 
proporzionale all’attività citolitica esercitata dalle cellule effettrici stimolate da un 
determinato anticorpo.  
Per questo tipo di test nel nostro laboratorio sono state utilizzate le seguenti linee 
tumorali: 
221 (linea B-EBV) 
P815 (linea di mastocitoma murino) 
K562 (linea di eritroblastoma umano) 
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Il gene PLDN 
Il gene PLDN è localizzato sul braccio q del cromosoma 15, in posizione q21.1. Si estende 
per 22,59 Kb ed è suddiviso in 5 esoni; la proteina che codifica è chiamata Pallidina.  
Esistono due trascritti conosciuti di PLDN:  
 
• il trascritto 1 che contiene 5 esoni codificanti, è lungo 4037 bp e produce una 
proteina funzionale di 172 amminoacidi. Questa proteina è espressa in modo 
ubiquitario con l’esclusione del sistema nervoso centrale, sia nell’adulto che nel 
feto; 
• il trascritto 2 che è formato da 3 esoni codificanti dei quali l’unico in comune col 
primo trascritto è l’esone 2. Questa variante è espressa nell’adulto nell’encefalo, 
nel testicolo e nei leucociti, e nel feto a livello di encefalo, timo e polmone. 
 
 
Struttura ed espressione di PLDN 
 
Pallidina fa parte del complesso BLOC-1, del quale costituisce la subunità numero 6; 
questo complesso multimerico è indispensabile per la biogenesi e il trasporto degli 
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organuli intracellulari del sistema di lisosomi ed endosomi, come i granuli densi delle 
piastrine e i melanosomi.  
Il complesso BLOC-1 interagisce con un altro complesso chiamato AP-3, coinvolto nello 
smistamento delle proteine transmembrana destinate ai lisosomi e agli organelli 
correlati. Un difetto del gene AP3B1 è causativo della HPS2, che si presenta anche con 
fibrosi polmonare. 
È stato dimostrato che Pallidina svolge la sua funzione associandosi ai filamenti di actina 
che costituiscono il citoscheletro della cellula, e anche con un'altra proteina, sintaxina 
13: membro della famiglia delle sintaxine, proteine integrali di membrana necessarie per 
la fusione delle membrane di organelli intracellulari; le sintaxine a loro volta fanno parte 
delle proteine SNARE, che sono tutte associate alle membrane e caratterizzate da un 
dominio coiled-coil. 
 
Detection della mutazione 
 
La paziente è arrivata alla nostra attenzione nel 2010 e mostrava delle caratteristiche 
cliniche tipiche della sindrome di Hermansky-Pudlak. 
Inizialmente è stata sottoposta ai test genetici per AP3B1 e RAB27A, geni causali 
rispettivamente della HPS2 (Sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 2) e della GS2 
(Sindrome di Griscelli di tipo 2), che sono risultati negativi.  
Questi dati ci hanno suggerito che la paziente dovesse avere un’altra mutazione; grazie 
all’analisi attraverso exome sequencing si è visto che la suddetta presentava una 
mutazione sul gene PLDN a carico dell’esone 3: p.[Q78X];[Q78X] con conseguente 
formazione di un codone di stop [Badolato et al., 2012]. Ovviamente il responso era 
molto più complesso e comprendeva mutazioni con generazione di codoni di stop in 
diversi geni. 
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            1 1876879 g hom 31 100 182 182 182 * Q KIAA1751 
1 246179649 a hom 31 98 382 383 389 Y * OR2L8 
1 156816116 t hom 29 99 171 171 173 W * OR10X1 
4 100487213 c hom 29 99 380 380 383 * G ADH1C 
7 64076102 a hom 34 100 155 155 155 R * ZNF117 
8 100202882 g hom 32 100 182 182 182 Y * VPS13B 
10 27727231 g hom 36 100 42 42 42 * Q PTCHD3 
11 48223312 g hom 32 99 535 535 540 Y * OR4X2 
11 48242807 a hom 32 100 494 494 496 Y * OR4X1 
15 43682597 t hom 35 100 65 65 65 Q * PLDN 
16 80591311 a hom 33 100 73 73 73 Q * SDR42E1 
17 42589359 c hom 33 94 2849 3556 3778 L * CDC27 
19 62334594 a hom 30 100 397 397 398 Y * USP29 
 
Dapprima abbiamo escluso dai possibili candidati i geni chiaramente implicati in processi 
non immunologici e sicuramente non compromettenti (i.e. KIAA1751 - meccanismi 
olfattivi) in seguito abbiamo eliminato tutti quei geni che presentavano un fortissimo 
grado di mutazione nella popolazione generale, il cui significato clinico può quindi essere 
escluso (i.e. OR10X1).  
Il candidato ideale ci è subito parso essere PLDN in quanto facente parte di un 
complesso per la biogenesi degli organelli lisosomiali, del quale esisteva già un modello 
murino caratterizzato da albinismo e di cui non si era ancora descritta nessuna forma 
gravemente mutata in omozigosi. Questa sostituzione amminoacidica in omozigosi è da 
considerarsi come causativa della sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 9 (HPS9). 
La mutazione appena descritta porta alla delezione di un sito SC35 di legame al DNA e 
quindi al conseguente skip dell’intero esone 3 così che, il successivo esone, si trovi out-
of-frame. Ciò porta a due effetti diversi: la degradazione del trascritto o la formazione di 
una proteina incompleta di soli 86 amminoacidi al posto di 172. 
La mancanza di Pallidina o la presenza della sua forma mutata hanno come conseguenza 
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l’instabilità dell’intero complesso BLOC-1 [Cullinane et al., 2011]. 
Presso il nostro laboratorio è stata svolta la conferma della mutazione nella paziente 
tramite sequenziamento diretto (B) e la verifica del fatto che i genitori fossero portatori 
sani della variazione (A). 
 
 
A) Cromatogramma relativo alla mutazione presente nei genitori della paziente: il doppio 
picco indica la condizione di eterozigosi, quindi la presenza contemporanea dell’allele 
mutato e di quello sano. B) Cromatogramma che evidenzia il nucleotide mutato nella 
paziente, una timina che sostituisce una citosina. 
 
Western-Blot su estratto proteico da PHA-Blasti 
Per confermare poi che il codone di stop causasse un deficit a livello proteico solamente 
in condizioni di omozigosi, abbiamo eseguito un esperimento di Western-Blot su 
estratto proteico da PHA-Blasti. 
Per l’analisi è stato utilizzato un anticorpo policlonale diretto contro Pallidina. 
Questo ha confermato l’assenza del prodotto proteico nella paziente (P) ed un profilo 
normale nei genitori (M, F), comparabili con il controllo (C). 
A) 
B) 
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Western Blot relativo all’assenza del gene nel paziente rispetto ai genitori. La normalizzazione è 
stata effettuata con β-actina. 
 
Da notare che l’assenza di PLDN non coinvolge l’espressione di altre proteine che con 
essa interagiscono. Muted è una componente del complesso BLOC-1 mentre Syntaxin , 
pur non facendone parte, interagisce con esso durante il processo di esocitosi. 
 
 
Western Blot relativo all’inalterata espressione delle proteine Muted e Syntaxin nonostante la 
completa assenza del prodotto proteico di PLDN nel paziente (P). La normalizzazione è stata 
effettuata con Tubulina. 
 
Deficit fenotipici 
La caratterizzazione della paziente è proseguita prendendo in considerazione eventuali 
deficit fenotipici e funzionali a carico di cellule appartenenti al sistema immunitario. 
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Abbiamo deciso di analizzare il comparto linfocitario delle Natural Killer in 
citofluorimetria. 
Attraverso questa tecnica abbiamo paragonato le cellule della paziente con quelle di un 
controllo sano e con quelle di un secondo paziente, in cura presso il nostro Istituto, 
affetto dalla medesima sindrome di tipo 2. 
Come si può notare dalla figura 8 è presente un peculiare aumento di espressione dei 
livelli basali dei marker di superficie CD63 e CD107a nella paziente rispetto al controllo 
sano. 
Dall’analisi dei due marker si evince inoltre che le percentuali sono più simili tra la 
paziente e il malato di HPS2. Questa condizione sottolinea la similitudine tra le due 
manifestazioni patologiche sebbene siano causate da mutazioni su due geni diversi. 
 
 
Espressione di CD63 e CD107a tra paziente e controllo in citofluorimetria. 
 
Deficit di citotossicità  
La mutazione di PLDN provoca sui linfociti NK non solo un difetto riscontrabile a livello 
fenotipico ma anche una marcata riduzione dell’attività funzionale. 
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Tale deficit è stato riscontrato sia su cellule resting sia su cellule attivate con IL-2 e 
comporta la perdita della capacità citolitica che caratterizza le NK.  
In questo saggio come target sono state utilizzate cellule della linea LCL 721.221, 
trattate con cromo radioattivo. Queste sono state messe in coltura con le cellule NK 
della paziente e di un controllo. 
Il parametro valutato è la quantità di cromo rilasciata nel surnatante, che è 
direttamente proporzionale al numero di cellule lisate ad opera dell’azione citolitica 
delle NK. Come si evince dall’immagine, tale attività è estremamente ridotta nella 
paziente, sia nel caso di cellule stimolate con IL-2, sia nel caso delle cellule non 
stimolate. 
 
 
Il grafico riporta la concentrazione di cromo rilevata nel surnatante in funzione di diverse 
diluizioni cellulari. Nonostante lo stimolo con interleuchina-2 le NK del paziente (in rosso) 
mostrano una marcata diminuzione nella capacità di killing delle cellule bersaglio rispetto al 
controllo (in blu). 
 
Alterazione delle cellule dendritiche 
Abbiamo ricavato le cellule dendritiche dai monociti della paziente ed le abbiamo 
analizzate sia allo stadio immaturo sia allo stadio maturo, ovvero dopo aver aggiunto 
LPS. 
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Le analisi citofluorimetriche hanno mostrato durante la maturazione un corretto profilo 
fenotipico per quanto riguarda lo spegnimento del CD14 e l’incremento del CD86 e HLA-
DR ma una ridotta espressione del CD63. 
Per meglio verificare questo risultato è stata eseguita una immunofluorescenza che ha 
effettivamente evidenziato come il CD63 (in verde), nelle cellule dendritiche mature, 
anziché trovarsi ben localizzato in membrana era ancora presente negli organelli 
citoplasmatici. Inoltre, come tratto comune con la HPS-2, c’era una totale mancanza di 
espressione del CD-LAMP (in rosso). 
Come anche evidenziato in altre sindromi simili è probabile che ci sia una diminuita 
capacità da parte delle cellule dendritiche di fungere da cellule presentanti l’antigene, 
diminuendo l’efficacia comunicativa tra il reparto dell’immunità innata ed adattativa. 
 
 
Immunoflluorescenza sulle cellule dendritiche (moDC) della paziente paragonate ad un controllo 
e ad soggetto affetto da HPS-2. Le moDC mature esprimono buoni livelli di CD63 ben localizzato 
in membrana (frecce rosse) mentre nella paziente resta a livello intracellulare (freccia gialla). 
Tratto in comune con HPS-2 è invece l’assenza di DC-LAMP (in rosso) nelle cellule maturate. 
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Trasfezione e clonaggio 
Per dimostrare che queste evidenze sperimentali fossero effettivamente causate dalla 
mutazione in esame è stato necessario procedere ad un restore in vitro dei parametri 
analizzati (espressione di CD63 e CD107a, e attività citolitica). 
Dato che la HPS9 è una patologia di tipo autosomico recessivo, è sufficiente una sola 
copia del gene wild type perché le cellule siano fenotipicamente e funzionalmente 
normali. È stato quindi possibile utilizzare la trasfezione per ristabilire l’espressione 
normale della proteina. 
Prima di operare direttamente con le cellule della paziente è stato  necessario 
ottimizzare il protocollo e, considerando la notevole difficoltà di trasfezione delle cellule 
NK, la nostra prima scelta è ricaduta sul sistema di elettroporazione AMAXA. 
La ditta fornitrice non includeva tra i programmi standard operativi, uno che fosse 
adatto al nostro esperimento; siamo stati quindi costretti ad effettuare una prova di 
nucleofezione con 16 diversi programmi. 
È stato utilizzato un plasmide commerciale di ridotte dimensioni (4,5 Kb) per 
l’espressione eucariotica di GFP, pMax. I risultati dimostravano come il programma DN-
100 garantisse la migliore resa sia in termini di efficienza sia in termini di vitalità 
cellulare. 
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Il primo grafico mostra l’espressione di GFP, quindi l’efficienza della trasfezione, in base ai vari 
programmi testati; la tabella a lato riporta le percentuali di cellule trasfettate rispetto al totale di 
cellule vitali dopo l’elettroporazione. Il programma con la maggiore efficienza è risultato essere il 
DN-100.  
 
Nel secondo grafico è riportata invece la percentuale di cellule vitali rispetto al totale per 
ogni programma; quello che dava la maggiore vitalità era il CA-137. Il miglior 
compromesso era il programma DN-100. 
 
Il protocollo di nucleofezione e i parametri grazie ai quali abbiamo ottenuto i risultati 
migliori sono stati i seguenti:  
 
Programma DN-100 
Numero di cellule 106 
Quantità di plasmide 1 µg 
Tempi di analisi post-trasfezione 48 h 
 
Standardizzata la procedura, abbiamo proceduto a delle elettroporazioni di cellule di 
controllo con un plasmide commerciale per l’espressione eucariotica, pCMV, contenente 
il nostro gene d’interesse.   
 
0
20
40
60
80
100
120
% Vitalità
 RISULTATI 
62 
 
 
 
 
 
 
 
Mappa del plasmide pCMV6 e mappa del plasmide pAC 
 
In linee cellulari comuni (HEK, HeLa, COS-7) l’espressione della proteina rilevata grazie al 
tag con GFP veniva ricavata ad alte percentuali, mentre in cellule NK attivate, quindi 
espanse e tenute in coltura con IL-2, questa era totalmente assente, come si può notare 
nella figura seguente.  
 
 
Il grafico riporta il confronto tra l’efficienza della trasfezione delle NK attivate con pCMV (linea 
azzurra) e quella delle cellule trasfettate con pCMV-PLDN (linea rossa). L’espressione di GFP 
diminuisce drasticamente quando si trova in tag a PLDN. 
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Identici risultati sono stati ottenuti anche utilizzando un altro plasmide (pAcGFP1-N3) 
suggerendo che il problema non risiedesse tanto nel tipo di plasmide utilizzato, quanto 
verosimilmente nella refrattarietà delle cellule NK attivate ad esprimere proteine 
esogene taggate con GFP. 
Per questo motivo abbiamo deciso di trasfettare linfociti NK isolati da sangue fresco, 
senza espanderli con IL-2; in effetti queste cellule hanno dimostrato un’efficienza 
dell’espressione di PLDN-GFP decisamente migliore. 
Il basso numero di cellule NK che è possibile ricavare mediamente da un prelievo di circa 
10 ml di sangue periferico non consente tuttavia di effettuare un test di citotossicità; ci 
siamo dunque limitati alla sola valutazione dell’espressione del marker CD107a, come 
riportato nella figura sottostante. 
 
Nei grafici è mostrata l’espressione del marker CD107a in cellule NK della paziente; nel primo le 
cellule sono state trasfettate con il plasmide contenente solo GFP (mean fluorescence 15), 
mentre nel secondo col plasmide contenente anche il transgene (mean fluorescence 32). 
 
Si nota come le cellule della paziente nucleofettate con la forma wild type di PLDN 
esprimano livelli di CD107a più coerenti con le percentuali fisiologiche, e inferiori 
rispetto a quelli delle cellule trasfettate con plasmide contenente solo GFP. 
Abbiamo così dimostrato non solo che il deficit di PLDN è responsabile delle alterazioni 
riscontrate, ma che è anche possibile correggere questi difetti in cellule primarie 
reinserendo tramite nucleofezione la variante non mutata. 
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DISCUSSIONE 
 
La sindrome di Hermansky-Pudlak definisce un gruppo di immunodeficienze primarie 
rare caratterizzate da albinismo parziale; sono di tipo autosomico recessivo e si 
presentano con un quadro di infezioni ricorrenti e predisposizione ad emorragie. I geni 
causativi di queste patologie codificano proteine coinvolte nella biogenesi e nel 
trasporto di organelli intracellulari correlati a endosomi e lisosomi. 
La paziente giunta alla nostra attenzione presentava i sintomi caratteristici di queste 
immunodeficienze, tranne per quanto riguarda gli episodi di sanguinamento. La stessa è 
stata perciò sottoposta a test genetici alla ricerca delle probabili sindromi causative 
senza riscontrare però nulla a carico dei geni noti; si è quindi deciso di ricorrere ad 
exome sequencing, in modo da poter rilevare anche mutazioni non note. In effetti è 
stata riscontrata una mutazione in omozigosi sul gene PLDN, codificante una proteina 
chiamata Pallidina, una componente del complesso BLOC-1. La condizione risultante è 
stata identificata con nome di “sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 9” (HPS-9). 
La mutazione era di tipo non-senso in quanto provocava la formazione di un codone di 
stop prematuro al posto di una glutammina. Grazie a sequenziamento Sanger è stata 
confermata la mutazione, ed è stata verificata la condizione di portatori sani di entrambi 
i genitori . 
La caratterizzazione della paziente è proseguita indagando l'espressione della proteina 
mediante Western Blot; come atteso è risultato che, mentre i genitori mostravano un 
profilo comparabile con un controllo sano, la paziente era completamente deficitaria 
della proteina. 
Dalla letteratura è noto che nella HPS2 c’è una riduzione dei livelli di espressione di 
CD63 e CD107a; abbiamo quindi pensato fosse necessario effettuare una saggio di 
espressione di questi marker in cellule Natural Killer per verificare se ci fosse una 
correlazione tra HPS2e HPS9. Entrambe le molecole sono risultate essere espresse in 
quantità maggiori nella paziente rispetto al controllo, confermando quindi 
un’alterazione del ricircolo di alcuni recettori di membrana. 
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Per verificare poi se vi fossero anche dei deficit funzionali a carico di queste cellule è 
stato eseguito un saggio dell'attività citotossica; questo ha evidenziato una ridotta 
capacità di killing dei linfociti NK e CTL. La scarsa attività citotossica osservata in queste 
due classi di linfociti trovava un ulteriore riscontro nelle ricorrenti infezioni accusate 
dalla paziente. 
Una volta individuati i deficit a carico del sistema immunitario, ci siamo proposti di 
procedere ad una trasfezione delle cellule NK con un vettore contenente il gene PLDN 
nella sua forma wild type, e indagare se si verificasse un restore dei parametri 
precedentemente analizzati. 
I linfociti NK attivati con IL-2 ed espansi si sono dimostrati refrattari alla trasfezione e 
quindi all’espressione della proteina, contrariamente a quanto osservato in quelli isolati 
da sangue fresco.Questi ultimi son poi state trasfettati con un plasmine contenente la 
forma wild-type di PLDN, e analizzati in citofluorimetria per l’espressione di CD107a: il 
secondo plasmide provocava una diminuzione della quantità di marker presente sulla 
superficie cellulare, tale da renderla più simile a quella fisiologica. 
A livello clinico è evidente una diminuita pigmentazione oculocutanea causata da 
Trombocitopenia con deficit di granuli delta ma senza difetti di aggregazione 
piastrinica e assenti episodi emorragici. A differenza degli altri sottotipi HPS non c’è 
aumentato sanguinamento. La mutazione coinvolge l’isoforma non rappresentata a 
livello nervoso centrale e sono quindi assenti fenomeni di ritardo mentale. 
Leucopenia e alterata funzionalità leucocitaria causano le infezioni ricorrenti. 
A livello cellulare si riscontrano compromissioni evidenti a carico dei linfociti natural 
killer, con un blocco del ricircolo del CD63,  un alterata espressione del CD107a e 
una abolita capacità citotossica. Risultati simili sono stati riscontrati anche a carico 
dei linfociti CD8 citotossici. Le cellule dendritiche pur esprimendo normalmente 
alcuni tra i classici marcatori di maturazione sono incapaci di localizzare 
correttamente il CD63 e perdono del tutto l’espressione del DC-LAMP. 
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CONCLUSIONI 
Questo lavoro ci ha permesso di identificare e caratterizzare una nuova sindrome da 
immunodeficienza primaria chiamata sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 9. Tale 
patologia ha carattere recessivo e si manifesta con la compromissione del gene PLDN 
(BLOC1S6). 
Pallidin è una componente del complesso di biogenesi  lisosomiale BLOC-1 ed è 
l’omologo della proteina mutante nel modello di topo pallid. BLOC-1 è costituito da 
almeno sette subunità, delle quali cinque (pallidin, muted, cappuccino, dysbindin, 
BLOS3) sono mutate nei modelli murini caratterizzati da anormalità in lisosomi, 
melanosomi e granuli piastrinici. Questi modelli mostrano segni simili ai pazienti HPS ma 
solo per uno di questi (dysbindin) è stata riscontrata la corrispondente patologia  umana 
(HPS type 7, MIM#607145).  In questo studio dimostriamo che un’altra componente 
mutata di BLOC-1 (PLDN) causa la patogenesi di una condizione caratterizzata da 
albinismo parziale, leucopenia, infezioni ricorrenti ma senza sanguinamento. Come nel 
modello murino pallid, un paziente con mutazione in PLDN mostra segni clinici ed 
immunologici simili, ma tuttavia differenti,  dalle sindromi HPS2 e CHS1.  
Questo studio apporta nuove evidenze di come il sequenziamento dell’esoma, 
accompagnato da opportuni test di conferma, può fornire diagnosi molecolari a 
pazienti con sintomi e segni caratteristici di una malattia ereditaria, ma che non 
presentano mutazioni note. 
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Parte dei dati ricavati da questi esperimenti hanno contribuito alla stesura di un articolo 
dal titolo: 
Exome sequencing reveals a pallidin mutation in a Hermansky-Pudlak–like primary 
immunodeficiency syndrome  
Blood. 2012 Mar 29;119(13):3185-7. doi: 10.1182/blood-2012-01-404350. 
Successivi approfondimenti sono stati presentati a importanti convegni, sia come 
presentazione orale sia come abstract e poster, tra cui: 
2012 CIS Annual Meeting – Chigaco  ( 17 – 20 maggio, 2012) 
XV Biennal Meeting of ESID – Firenze (3-6 ottobre 2012) 
XIV National meeting of RIAP – Bologna (12-14 aprile 2012) 
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